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Zusammenfassung 
 

Mit der stetig steigenden Lebenserwartung der Bevölkerung steigt auch die Prävalenz der 

Alzheimerdemenz und anderer altersabhängiger neurodegenerativen Erkrankungen an. 

Diese Erkrankungen belasten nicht nur die jeweiligen Patientinnen und Patienten sowie 

deren Angehörige, sondern auch das Gesundheitswesen. Trotz intensiver 

Forschungsbemühungen seit über 100 Jahren, welche sich primär auf bei diesen 

Erkrankungen pathologischerweise vorhandene Proteinaggregate stützten, sind die 

therapeutischen Möglichkeiten, neurodegenerative Erkrankungen zu verlangsamen, zu 

heilen oder gar zu verhindern sehr gering. Einen Perspektivenwechsel vornehmend 

weisen Forschungsergebnisse zunehmend auf einen systemischen Zusammenhang von 

neurodegenerativen Erkrankungen mit chronischen Entzündungsprozessen, Störungen 

von Metabolismus, Inflammation, oxidativem Stress und anderen systemischen 

Krankheitsursachen hin. Da diese Prozesse durch circadiane Rhythmen in hohem Maße 

mitbeeinflusst werden, überrascht es nicht, dass zunehmend auch Zusammenhänge 

zwischen Störungen circadianer Rhythmik und dem Auftreten neurodegenerativer 

Erkrankungen in den Blick neurowissenschaftlicher Forschung geraten.  

Die Hypothese dieser Arbeit ist daher, dass sich Störungen der circadianen Rhythmik 

schädlich auf die Resistenz gegenüber Sauerstoffradikalen, die Protein-Homöostase, sowie 

die Gesundheit und das generelle Überleben von Säugetier-Nervenzellen auswirken. Um 

diese Hypothese zu überprüfen, wurden die bereits als Modell etablierten murinen 

Neuroblastomzellen der N2a-Linie verwendet, welche durch die Zugabe eines Histon-

Deacetylasehemmer (LBH-589) und die Reduktion des Serumgehalts im Nährmedium in 

einen Zustand künstlicher Zellalterung (Seneszenz) versetzt wurden.   

Anschließend wurden die Zellen unterschiedlichen Temperaturbedingungen ausgesetzt 

(konstant 37°C, konstant 34 °C, zyklischer Wechsel im 12-Stunden-Rhythmus zwischen 

34 °C und 37 °C).  In der Population mit zyklischen Konditionen wird damit eine 

Synchronisierung (Entrainment) der „inneren Uhr“ erreicht, welche die Synchronisierung 

zellphysiologischer Vorgänge zur Folge hat.  Nach 10 bzw. 11 Tagen unter diesen 

Bedingungen wurden die Zellen auf ihre die Differenzierungsfähigkeit (Ausbildung von 

Nervenzellfortsätzen, Konnektivität der Zellen, Exprimierung neuronenspezifischer 

Proteine), die Überlebensfähigkeit und die Überlebensfähigkeit unter Bedingungen von 

oxidativem Stress hin untersucht.  

Dabei zeigte sich bezüglich der Fähigkeit zur Differenzierung, dass die Ausbildung 

neuronentypischer Zellfortsätze (Axone und Dendriten) durch die Umgebungstemperatur 

beeinflusst wird. Allerdings zeigte sich kein Vorteil einer zyklisch-wechselnden 

Umgebungstemperatur gegenüber einer konstant niedrigen Temperatur von 34 °C. 

Bezüglich der Exprimierung neuronenspezifischer Unterschiede konnte kein Unterschied 

zwischen den Temperaturbedingungen festgestellt werden.  Die basale Überlebensfähigkeit 

der Zellen unterschied sich in dem hier verwendeten Setting ebenso nicht wesentlich 

voneinander. Allerdings konnte ein deutlicher Unterschied hinsichtlich der 
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Überlebensfähigkeit der Zellen unter Bedingungen oxidativen Stresses nachgewiesen 

werden. Dies weist auf eine zentrale Rolle intakter circadianer Rhythmizität für die 

Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase und der Resistenz gegenüber oxidativem 

Stress in Nervenzellen hin. Diese Hinweise sollte in weiteren Forschungsarbeiten zum 

Thema weiterverfolgt werden. Da oxidativem Stress aber auch eine wichtige Rolle bei 

kardiovaskulären Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen, metabolischen Erkrankungen 

und der Krebsentstehung zugeschrieben wird, haben die Ergebnisse dieser Arbeit auch für 

diese Krankheitsentitäten interessante Implikationen. 

So böte sich hier für zukünftige Forschungsbemühungen der Versuch an, das Experiment 

mit verschiedenen Zellen nichtneuronalen Ursprungs zu wiederholen, um möglicherweise 

auch hier Hinweise für eine Mitbeteiligung  gestörter circadianer Systeme an der 

Pathogenese zu finden aus denen sich dann entsprechende Präventions- und 

Therapieangebote ableiten ließen. 
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„so ist wieder jede Kreatur nur ein Ton, eine Schattierung einer großen Harmonie, die man auch im 

ganzen und großen studieren muss, sonst ist jedes Einzelne ein toter Buchstabe. Aus diesem 

Gesichtspunkte ist diese kleine Schrift geschrieben, das ist eigentlich das Interesse, das darinne 

verborgen liegt. “ 

Johann Wolfgang von Goethe in einem Brief an Karl Ludwig von Knebel, 17841 
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1 Einleitung 
 

 

1.1 Philosophische und historische Grundlagen des Naturverständnisses im 
21. Jahrhundert 

 

1.1.1 Paradigmenwechsel als Grundlage wissenschaftlichen Fortschritts 

  

„The answers you get depend on the questions you ask.“  

― Thomas S. Kuhn 2 
 

Die Geschichte des wissenschaftlichen Fortschritts ist die Geschichte davon, wie die 

etablierten Modelle die Welt zu erklären, durch neuere, oft radikal abweichende Modelle 

ersetzt werden. Wie Thomas Kuhn in seinem einflussreichen Werk „The Structure of 

Scientific Revolutions“ darlegte, bezieht sich diese Form der Erneuerung unseres 

Weltverständnisses nicht nur auf einzelne, fachspezifische Theorien, sondern auch auf die 

basalen Paradigmen, die dem jeweils aktuellen wissenschaftlichen Denken zugrunde liegen. 

Diese Paradigmen sind ihrerseits bedingt durch die „Konstellation gemeinsamer Vermutungen, 

Überzeugungen und Werte, welche eine Wissenschaftsgemeinschaft verbinden“.3,4 Auch 

WissenschaftlerInnen sind demnach keine objektiven Betrachter der Realität, schließlich 

sind auch sie unweigerlich eingebunden in einen sozialen Kontext, wie etwa die Art der 

Gesellschaftsorganisation, vorherrschende Weltanschauungen, Wertvorstellungen, soziale 

Konventionen etc. Dies zu erkennen, heißt nicht etwa, einem radikalen Konstruktivismus 

anzuhängen und davon auszugehen, dass es gar keine Realität außerhalb des menschlichen 

Geistes gäbe. Aber es heißt einzugestehen, dass unsere Herangehensweise an Probleme 

genauso wie die Art von Fragen, die wir in Form von Hypothesen an die Welt stellen, die 

Art von Experimenten, die uns einfallen, um unsere Hypothesen zu überprüfen und die Art, 

wie wir die gewonnenen Erkenntnisse interpretieren, zu einem beträchtlichen Teil von dem 

sozialen Kontext abhängen, in den wir eingebunden sind.   

Es heißt sich einzugestehen, dass die Beziehung zwischen wissenschaftlicher Erkenntnis 

und den vorherrschenden Grundannahmen über die Beschaffenheit der Welt keine 

Einbahnstraße ist, in der die Wissenschaft das Weltbild in regelmäßigen Abständen 

„updated“. Die Beziehung ist vielmehr eine wechselseitige, in der die vorherrschende 

Weltanschauung einen großen Einfluss darauf hat, welche wissenschaftlichen Erkenntnisse 

überhaupt erst generiert werden können, welche Hypothesen im Mainstream 

„denkbar“ und „plausibel“ sind und daher einer näheren Untersuchung würdig erscheinen. 

Entsprechend führt eine Veränderung der gesamtgesellschaftlichen Gegebenheiten auch zu 

einer Veränderung der Art und Weise, wie (natur)wissenschaftliche Erkenntnisse erlangt 

und interpretiert werden. Ist die Umwälzung groß genug, kommt es gar zu einem 
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Paradigmenwechsel, der viele der bisher unhinterfragten Grundannahmen in Frage stellt 

und den Raum des Denkbaren erweitert.  

Beispiele für solche Paradigmenwechsel sind die revolutionären Umwälzungen durch die 

Evolutionstheorie im 19. Jahrhundert ebenso wie die radikale Infragestellung des 

jahrhundertelang gültigen, streng deterministisch-mechanistisch-reduktionistischen 

Weltbilds der klassischen Physik durch die Quantentheorie zu Beginn des 20. Jahrhunderts.  

In der zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts hat sich schließlich in den Geowissenschaften ein 

Paradigmenwechsel ereignet5, dessen Auswirkungen auch die Biologie und Medizin nicht 

unberührt ließen. So kam es zu einem fundamentalen Wandel im Verständnis der Erde, der 

von dem renommierten Klimawissenschaftler J.H. Schellnhuber als „zweite kopernikanische 

Revolution“ bezeichnet wurde.6  Während die Erde zuvor verstanden wurde als ein passiver 

steinerner Spielball physikalischer Einflussfaktoren, ist sie dem neu geschaffenen 

Wissenschaftszweig der „Earth System Science“ zufolge ein „self-regulating system comprised 

of physical, chemical, biological and human components“7.  

Die Erde wird demnach heute verstanden als ein sich selbst regulierendes System, bei dem 

biologische, chemische und physikalische Einflussfaktoren untrennbar miteinander 

verwoben sind. 8,9 Einigen Autorinnen und Autoren zufolge stellt die Erde gar einen nach 

der griechischen Erdgöttin Gaia benannten lebenden Superorganismus dar 10–12.  

So umfassend die eben genannten, einzelnen Paradigmenwechsel auch sein mögen, weisen 

sie doch auf einen noch umfassenderen „Meta-Paradigmenwechsel“ hin, der im Gange zu 

sein scheint. Die Stoßrichtung der einzelnen Paradigmenwechsel Evolution, Quantentheorie, 

und der Erde als System ist schließlich dieselbe: Vor dem jeweiligen Paradigmenwechsel als 

fundamental getrennt betrachtete Entitäten sind nachher Teil eines größeren Ganzen.: Alle 

Lebewesen sind miteinander verwandt; die Eigenschaften von Elementarteilchen hängen 

auch vom Beobachter ab, Atmosphäre, Biosphäre, Land und Wasser sind untrennbar 

miteinander verwoben. 

 

1.1.2 Kritische Betrachtung des aktuellen naturwissenschaftlichen Paradigmas 

Je mehr wir über die Welt herausfinden, desto weniger scheint die reduktionistische 

Grundannahme der an Descartes, Galilei und Newton orientierten Naturwissenschaften – 

und damit praktisch des gesamten westlichen Weltbildes - zuzutreffen, wonach die Welt 

aus mechanischen Einzelteilen besteht, die auf deterministische Weise miteinander 

wechselwirken und gänzlich verstanden werden können, wenn sie zerlegt, isoliert und 

quantifiziert werden.  

Diese veraltete Denkweise, die man wie Carl Woese als „fundamentalistischen 

Reduktionismus“13 bezeichnen kann, wurde in der Physik und den Geowissenschaften 

offenbar bereits weitgehend verlassen. In der Biologie und Medizin hingegen herrscht 

regelmäßig noch ein starker molekularer bzw. mechanistischer Reduktionismus vor. So 

wird davon ausgegangen, dass „Lebewesen (wie alles andere auch) dann vollkommen verstanden 

sind, wenn die Eigenschaften der sie aufbauenden Bestandteile verstanden sind.“13 Dieser 

Denkschule nach wird „der Organismus (und seine Entwicklung) als reines Epiphänomen seiner 

Gene“14 betrachtet.  
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Wie Carl Woese, einer der profiliertesten Biologen des 20. Jahrhunderts und Entdecker der 

Archaeen als dritter Domäne des Lebens auf der Erde, feststellte, ist dieses reduktionistische 

Narrativ der Biologie heute überholt und muss durch eine neues Verständnis der Realität 

ersetzt werden.13 Woese fordert daher dazu auf, eine Perspektive einzunehmen, in der 

Lebewesen nicht mehr als isolierte Maschinen, sondern als komplexe Systeme verstanden 

werden, die – genau wie die innerhalb eines Organismus anzutreffenden komplexen 

Subsysteme wie Organe, Zellverbände und Zellen- auf vielfältigste Weise miteinander 

verbunden sind.13,15  

Damit reiht er sich in die länger werdende Reihe von NaturphilosophInnen und -

WissenschaftlerInnen ein, welche die seit Descartes vorherrschende Metapher von der 

„Natur als Maschine“ kritisieren und sich für einen äußerst tiefgreifenden 

Paradigmenwechsel aussprechen. Dieser Paradigmenwechsel beschränkt sich nicht allein 

auf einzelne Fachdisziplinen, sondern schließt unsere basalsten Grundüberzeugungen 

davon, was Natur ist und wie unsere Stellung als Menschen zueinander sowie zum Rest der 

Natur geartet ist, mit ein. 16–22  

Ein Teil dieser Kritik bezieht sich darauf, dass die Metapher von der „Natur als 

Maschine“ ursächlich mitverantwortlich ist für die zahlreichen ökologischen 

Krisenerscheinungen, mit denen sich die Menschheit heute konfrontiert sieht. 22–24  Dies wird 

unter anderem damit begründet, dass eine solche Art der Naturbetrachtung eine ethische 

Perspektive auf unseren Umgang mit der Natur von vornherein verstellt. Maschinen haben 

schließlich keinen inhärenten, über monetäre Erwägungen hinausgehenden, Wert, keine 

Rechte und keinen Anspruch auf ethische Behandlung.25  Des Weiteren erfordert eine 

Maschine die Bedienung – oder zumindest regelmäßige Wartung - durch einen 

Außenstehenden. Diese Rolle, die in aller Regel dem Menschen zugedacht wird, postuliert 

eine fundamentale Trennung zwischen dem Mensch und dem Rest der Natur und reduziert 

die Natur weiter auf ein allein zum Wohle des Menschen existierendes Objekt, das nach 

Belieben verändert und ausgebeutet werden kann.26  Der Mensch wird diesem Denkschema 

zufolge, wie von Descartes vorgedacht und auf den Punkt gebracht,  zum „Herrscher und 

Besitzer der Natur“27  , während die gesamte Welt aufgeteilt wird in Geist und Materie (bei 

Descartes „res cogitans“ und „res extensa“).28   

So sehr Descartes auch in jenem Denkprozess, welcher schließlich im bekannten „Ich denke, 

also bin ich“ mündete, alle althergebrachten Überzeugungen hinterfragen wollte, 

übernahm der „Begründer der modernen Naturwissenschaft“ ironischerweise gerade große 

Teile des grundlegenden Verständnisses vom Verhältnis zwischen Geist und Materie sowie 

Mensch und dem Rest der Natur aus der tradierten jüdisch-christlichen Überlieferung.  

So heißt es etwa in Genesis 1,28: Seid fruchtbar und mehrt euch, füllt die Erde und unterwerft sie 

und waltet über die Fische des Meeres, über die Vögel des Himmels und über alle Tiere, die auf der 

Erde kriechen!“ und im Psalm 8: „Du hast ihn [den Menschen] als Herrscher eingesetzt über die 

Werke deiner Hände, alles hast du gelegt unter seine Füße:  Schafe und Rinder, sie alle und auch die 

wilden Tiere, die Vögel des Himmels und die Fische im Meer, was auf den Pfaden der Meere 

dahinzieht.“ 29 

Diese Kosmologie, wonach der Mensch mit seinem Geist ein qualitativ vom Rest der Natur 

getrenntes Wesen ist, welchem durch sein rationales Denkvermögen die Rolle eines 
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Herrschers zukommt, während der Rest der Natur - wie auch der menschliche Körper - als 

materielle Maschine betrachtet wird, ist bis heute das dominante Narrativ der westlichen 

Naturwissenschaften sowie des westlichen Denkens überhaupt und zeigt sich bereits in so 

alltäglichen Worten wie dem Begriff der „Umwelt“, oder „environment“, die deutlich 

machen, dass die Natur etwas ist, was außerhalb von uns Menschen liegt und uns umgibt. 

In der Biologie wird jedes Lebewesen als ein abgrenzbares „Individuum“ einer 

abgrenzbaren „Art“ betrachtet, in der Medizin herrscht - trotz aller Beteuerungen eines 

„biopsychosozialen Krankheitsmodells“ - die kategorielle Trennung von psychischen und 

körperlichen Erkrankungen weiterhin vor und es wird beständig nach 

„mechanistischen“ Erklärungen für allerlei Erkrankungen gesucht, die dann durch 

Medikamente therapiert werden sollen, welche nur einen einzelnen, isolierten Wirkstoff 

enthalten.  

Im Bereich der Wirtschafts“wissenschaft“ erheben die aktuellen Dogmen der Ökonomie mit 

dem „Homo oeconomicus“ den egozentrischen Individualismus zum Grundprinzip 

menschlichen Handelns überhaupt, während sie gleichzeitig ein Wirtschaftssystem 

propagieren, dessen Basis unendliches Wachstum auf einem Planeten mit endlichen 

Ressourcen ist. Diese Denkmuster setzen implizit oder explizit eine fundamentale Trennung 

von „Arten“, Psyche und Körper, menschlichen Individuen untereinander, sowie dem 

Wirtschaftssystem und unseren natürlichen Lebensgrundlagen voraus.30  

Es ist hervorzuheben, dass, wie unter anderem der renommierte Anthropologe Phillipe 

Descola feststellt, diese Art der Welterklärung keineswegs in allen Kulturen vorherrscht, 

sondern ein Alleinstellungsmerkmal des westlichen Denkens ist, während insbesondere 

indigene Welterklärungsmodelle recht konsistent eine Allverbundenheit aller Lebewesen 

betonen und auch zwischen etwa Kultur und Natur keine Trennung vornehmen.31,32  

In der Cambridge Encyclopedia of Hunters and Gatherers heißt es dazu etwa: „Hunter-

gatherers usually focus on the interrelatedness of all systems in the natural world, incorporating at 

the same time the spiritual world and many aspects of the social world. Their traditional ecological 

knowledge (TEK) goes well beyond noting the interrelatedness of specific organisms; it embraces an 

allencompassing world-view of total relationship.“33 

Ebenso kann die „Einheit der Welt“ verstanden werden als das Fundament der 

weitverbreiteten – und auch im Westen an Zulauf gewinnenden - Philosophien des 

Buddhismus, Taoismus, und großen Teilen des Hinduismus (Vedanta).34–36 Darüber hinaus 

ist die Auflösung des „Ich“-Konzeptes zentraler Bestandteil diverser Meditationspraktiken 

und wird häufig als Hauptwirkung des Konsums psychedelischer Substanzen angegeben.37 

Auch innerhalb der westlichen Philosophie gab es Denkschulen wie etwa den 

Neoplatonismus, die ein ähnliches Weltbild der Nicht-Getrenntheit der Welt vertraten.34 

Ohne über den Wahrheitsgehalt der jeweiligen Weltbilder zu urteilen, kann also zumindest 

festgehalten werden, dass unser aktuelles, mechanistisch-individualistisches Weltbild 

philosophiegeschichtlich und global betrachtet eine große Ausnahme darstellt. Allerdings 

muss erwähnt werden, dass die dualistisch-mechanistische westliche Weltsicht durch die 

Kolonialisierung, den Imperialismus und die ökonomische Globalisierung weltweit – 

häufig äußerst gewaltsam - verbreitet wurde und seitdem auch in zahlreichen Kulturen 

außerhalb Europas, Nordamerikas und Australiens zum dominanten Narrativ der 
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Welterklärung geworden ist.32   

Die dem westlichen Denken eigene Metapher von der „Natur als Maschine“ und die 

Mythologie vom Menschen als isoliertes, über dem Rest der Natur stehendes Wesen bilden 

in der Argumentation einiger zeitgenössischer PhilosophInnen und Naturwissenschaftler-

Innen die philosophische Grundlage, welche die zunehmend stattfindende Ausbeutung der 

natürlichen Ressourcen und die damit verbundenen Probleme wie beispielsweise das 

Artensterben, die Versauerung der Ozeane, die Bodenerosion und die Überlastung der 

Atmosphäre mit Treibhausgasen erst ermöglicht hat.22,23,32,38 In diesem Sinne können die 

natürlichen und sozialen Grenzen, an die die Menschheit gerade stößt – evolutionär 

gesprochen – als ein deutliches Anzeichen dafür angesehen werden, dass unsere aktuelle 

Lebens- und Denkweise, maladaptiv ist. Sie führt zu einer unzureichenden Anpassung an 

unsere „Mitwelt“, weshalb die Menschheit sich mit einem enormen Selektionsdruck 

konfrontiert sieht, der uns dazu zwingt, eine andere Art des Natur-, Menschheits-, 

Gesellschaftsverständnisses anzunehmen, wenn wir weiter auf diesem Planeten leben 

wollen. 

Neben dieser breiten Fundamentalkritik gibt es eine weitere Stoßrichtung, die – ein Stück 

weit pragmatischer – ihr Hauptaugenmerk darauf legt, dass die mechanistisch-

reduktionistischen Vorstellungen vom Wesen der Welt vom 17. - 20. Jahrhundert zwar 

äußerst nützlich waren, mittlerweile aber auch aus rein naturwissenschaftlicher und 

medizinischer Sicht ausgedient haben und den Erkenntnisfortschritt im 21. Jahrhundert 

eher behindern.15,39–43 

Beispiele für diese Überholtheit des Reduktionismus sind eben unter anderem, dass die 

Quantenphysik die Erkenntnis zu Tage gefördert hat, dass, wie der Physiker Henry Stapp 

feststellte, ein Elementarteilchen „keine unabhängig existierende Entität, sondern im 

Wesentlichen eine Reihe von Beziehungen ist“44, deren Eigenschaften davon abhängen, mit 

welchen Methoden wir es untersuchen. Oder wie Nils Bohr es einmal ausdrückte: Isolated 

material particles are abstractions, their properties being definable and observable only through their 

interaction with other systems“. 17 

Die Entwicklungen in den Geowissenschaften und insbesondere die Erdsystemforschung 

zeigen – wie bereits erwähnt- auf, dass die Erde ein sich selbst stabilisierendes, 

anpassungsfähiges Ökosystem ist,10,11,45,46 in dem physikalische, chemische und biologische 

Prozesse so eng miteinander verzahnt sind, dass die gedankliche Trennung dieser 

Disziplinen wenn überhaupt, dann nur noch aus didaktischen Gründen sinnvoll sein kann.  

So zeigen neuere Erkenntnisse beispielsweise, dass die pflanzliche Vegetation in einem 

bestimmten Gebiet nicht nur passiver „Empfänger“ der dort vorherrschenden klimatischen 

Bedingungen ist, sondern das Klima aktiv mitgestaltet.  Es hat sich etwa herausgestellt, dass 

Wälder durch Evapotranspiration in großem Ausmaß an der Entstehung von Wolken -und 

in der Folge an kontinentalem Niederschlag - beteiligt sind sowie flüchtige organische 

Verbindungen emittieren, welche in Form von Aerosolen Sonnenstrahlen reflektieren und 

so die Temperatur auf der Erde regulieren. 47–52  

Die ökologische Forschung der letzten Jahrzehnte zeigt auf, dass die 

„individuellen“ Organismen in einem Ökosystem viel stärker mit ihrer belebten und 
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unbelebten Umwelt verbunden sind als bisher angenommen. Die unterirdischen, 

symbiotischen Mykorrhizanetzwerke, die von den meisten Landpflanzen gebildet werden 

und dem intensiven, artübergreifenden Austausch von Nährstoffen und 

Kommunikationssignalen dienen,53,54 seien hier nur beispielhaft angeführt. 

Die Erkenntnis, dass Bakterien durch horizontalen Gentransfer interindividuell und sogar 

zwischen verschiedenen Spezies ihr Erbgut austauschen und in selbstorganisierten, 

hochkomplexen Kolonien zusammenleben,55 und die Tatsache, dass auch praktisch alle 

„höheren“ Tiere und Pflanzen für ihr Überleben auf die symbiotisch in und auf ihnen 

lebenden Mikroorganismen angewiesen sind,56 zeigen, dass sich im 21. Jahrhundert nicht 

einmal das Konzept eines „biologischen Individuums“  oder einer klar abgrenzbaren Art 

mehr aufrecht erhalten lässt. 57,58 Von Lynn Margulis wurde daher der Begriff des 

„Holobiont“ geprägt, welcher der allgegenwärtigen Existenz solcher Lebensgemeinschaften 

symbiotisch aufeinander angewiesenener Organismen gerecht wird.59 Wie problematisch 

die Vorstellung der Existenz biologischer „Individuen“ ist, wird weiter dadurch deutlich, 

dass ein beträchtlicher Teil des menschlichen Genoms (ebenso wie des Genoms wohl der 

meisten anderen Organismen) aus den Überbleibseln von Viren (Transposons) besteht, 

welche unsere VorfahrInnen im Laufe der Evolution infiziert haben und teils wichtige 

Körperfunktionen übernehmen. Dies impliziert eine Art des „horizontalen 

Gentransfers“ auch für Eukaryonten. 60–63 

Die - ebenso von Lynn Margulis stark geprägte - Endosymbiontentheorie allein beweist, wie 

auch die gerade genannten Forschungsergebnisse, dass in der Natur neben dem 

vielbetonten Konkurrenzkampf auch die Symbiose eine fundamentale evolutionäre Rolle 

spielt und dass Kooperation eine wichtige Überlebensstrategie darstellt, die in der 

bisherigen Sichtweise auf die Evolution sehr vernachlässigt wurde. 64–67 

Diverse Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte zeigen des Weiteren auf, dass 

jahrhundertelang für Menschen reservierte kognitive Eigenschaften wie „Intelligenz“, 

„Lernen“, „Sprache“, und „logisches Denken“ – in unterschiedlicher Ausprägung -  auch 

bei Tieren 68–74, Pflanzen 54,75–77 und sogar Bakterien 55,78–80 zu finden sind.  

Mehr und mehr setzt sich der Ansatz durch, Kognition „bottom up“ zu denken und sie als 

fundamentale Eigenschaft aller Lebewesen zu begreifen, statt sie ausschließlich dem 

Menschen zuzuschreiben.81–85 

Ein aktuelles Themenheft der ältesten wissenschaftlichen Zeitschrift der englischsprachigen 

Welt, den „Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences“ dehnt den 

Begriff der Kognition noch über einzelne Lebewesen hinaus aus und unterscheidet „solid 

brains“ wie die aus Nervenzellen bestehenden Gehirne, von „fluid brains“, also Gehirnen 

die sich aus „Netzwerken ohne stabile Verbindungen und statische 

Elemente“ zusammensetzen.86 Als Beispiele hierfür werden Ameisen- oder 

Termitenkolonien, Immunsysteme, Mikrobiome und Schleimpilze genannt. 

Die kognitiven Eigenschaften dieser Netzwerke sind nicht direkt aus der Summe der 

„individuellen“ Ameisen/ Immunzellen/ Mikroorganismen ableitbar, sondern erwachsen 

als emergente Eigenschaften erst durch die Interaktion der „Individuen“.    

Es sind diese emergenten Fähigkeiten,  die intellektuelle Meisterleistungen wie etwa die 

Konstruktion von ausgefeilten Bauwerken für Millionen von Individuen, die dynamische, 
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lernfähige Abwehr von Krankheitserregern und die Lösung anderer komplexer Probleme 

ermöglichen.86 Es ist hier das System an sich, das intelligente Handlungen hervorbringt, die 

weit über der kognitiven Kapazität der „einzelnen“ Akteure liegen.   

Mit der Erkenntnis, dass „geistige Fähigkeiten“, „Kognition“ und „Bewusstsein“ nicht 

allein menschliche Eigenschaften sind, sondern einen fundamentalen Bestandteil der Natur 

bilden, offenbart sich eine Konvergenz zwischen den aktuellen Erkenntnissen der 

Kognitionsforschung und den weitreichenden Implikationen aus der Welt der Quanten, 

welche von den Gründervätern der Quantentheorie besonders präzise erkannt worden 

waren. So äußerte sich Max Planck zum Thema Materie und Bewusstsein folgendermaßen: 

“I regard consciousness as fundamental. I regard matter as derivative from consciousness. We cannot 

get behind consciousness. Everything that we talk about, everything that we regard as existing, 

postulates consciousness.”87 

Und auch Erwin Schrödinger stellte fest: “Consciousness cannot be accounted for in physical 

terms. For consciousness is absolutely fundamental. It cannot be accounted for in terms of anything 

else.” 87 

Diese Interpretation deckt sich mit dem Verständnis zahlreicher weiterer Quantenphysiker 

und Kosmologen wie beispielsweise Sir James Jean („the Universe begins to look more like a 

great thought than like a great machine.“88), Sir Arthur Eddington (“It is difficult for the matter-

of-fact physicist to accept the view that the substratum of everything is of mental character”88). Dies 

scheint keinesfalls eine veraltete Interpretation der Welt zu sein, da auch einige 

zeitgenössische Physiker zu einem ähnlichen Schluss kommen, so etwa der Princeton 

Professor Freeman Dyson („It appears that mind, as manifested by the capacity to make choices, is 

to some extent inherent in every electron.”87), der ehemalige Direktor des Max Planck Instituts 

für Physik Peter Dürr, Henry Stapp, John Archibald Wheeler, Andrei Linde, Fritjof Capra, 

uvm87,89. Der Physik- und Astronomieprofessor an der Johns-Hopkins- University Richard 

Conn Henry kommt in der Zeitschrift Nature zu dem Schluss: „The Universe is entirely 

mental.“88    

Lenkt man den Blick auf den Menschen und die medizinische Forschung der letzten Jahr-

zehnte, so  ist die gemeinsame Grundaussage der Erkenntnisse aus Placeboforschung, Psy-

choneuroendokrinologie und Epigenetik letztlich die, dass beim Menschen chronischer 

Stress, persönliche Überzeugungen, die Gesellschaftsstruktur, Kindheitstraumata und so-

gar die Lebenserfahrungen der Vorfahren einen enormen Einfluss auf die Gentranskription, 

die Struktur des Gehirns, die Prävalenz diverser Erkrankungen, die Funktionsfähigkeit des 

Immunsystems, das Mikrobiom, den Blutdruck und vieles mehr haben.90–95 Chronobiologi-

sche Studien zeigen auf, dass menschengemachte Konzepte wie Schichtarbeit und die Zeit 

des Unterrichtbeginns in der Schule enorme Auswirkungen auf unsere Gesundheit haben, 

und dass ein Missverhältnis zwischen der sozialen Zeit und der „inneren Zeit“ das Risiko 

für psychische, metabolische und kardiovaskuläre Erkrankungen erhöht.96–98 

Es ergibt sich sogar das Bild, dass die Mehrheit aller menschlichen Erkrankungen letztlich 

eine komplexe Pathogenese haben, die nur durch die Kombination genetischer, epigeneti-

scher und anderer Umweltfaktoren verstanden werden kann. 43,99,100 Daraus folgt, dass 

menschliche Gesundheit auch wesentlich von der Gesundheit der Umwelt abhängt.101  
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Diese Tatsache wurde uns unlängst durch den Ausbruch der SARS-CoV-2-Pandemie wie-

der deutlich vor Augen geführt.  Schließlich lässt sich die zunehmende Prävalenz von Zoo-

nosen in den letzten Jahrzehnten klar auf menschliche Aktivitäten wie die zunehmende Zer-

störung von Ökosystemen zurückführen. 102–104  

Daher gewinnen in jüngster Vergangenheit Konzepte wie jenes der „Planetary Health“ zu-

nehmend an Aufmerksamkeit, weil sich die vergessene Erkenntnis neu durchsetzt, dass wir 

Menschen untrennbarer Teil des Ökosystems Erde sind und dass unsere Gesundheit nur 

dann gewährleistet ist, wenn auch unsere biotische und abiotische „Mitwelt“ gesund ist. 
21,101,105 

In jüngster Vergangenheit werden erfreulicherweise auch zunehmend soziale Faktoren wie 

die Ungleichheit der Vermögensverteilung, die gesellschaftlichen Machtverhältnisse und 

insbesondere die wichtige Rolle multinationaler Großkonzerne bei der Entstehung von 

Krankheiten in den Blick genommen.  

Folgt man beispielsweise der Interpretation der AutorInnen der Lancet Commission on 

Obesity, so ist die Zunahme der Prävalenz von Übergewicht in den letzten Jahrzehnten 

nicht - wie bisher üblich – hinreichend durch individuelles Fehlverhalten im Sinne von 

Bewegungsmangel und schlechter Ernährung erklärbar. Vielmehr scheint die Ursache in 

unserem kapitalistischen Wirtschaftssystem und den kapitalgeprägten Machtverhältnissen 

in unserer Gesellschaft zu liegen.106 In den Worten von Sabine Kleinert, einer der 

Redakteurinnen des Lancet Journals : „Obesity is often framed as an issue of personal 

responsibility, such as people don’t exercise enough, eat the wrong food or too much of it and current 

attempts to adress obesity are therefore often focused on the individual. The real problem is that we 

have created powerful economic systems that encourage overconsumption to the detriment of health 

of people and the planet“107  

In der Zusammenschau all dieser physikalischen, biowissenschaftlichen, medizinischen 

und soziologischen Erkenntnisse, lässt sich heute mit den Worten der Wissen-

schaftshistorikerin E.F. Keller zumindest nüchtern konstatieren: „The secrets of life have 

proven to be vastly more complex and more confusing than they had seemed in the 1960s and 70s”. 
108  

Letztlich lassen sich also auch Lebewesen, ähnlich wie Elementarteilchen oder das System 

Erde, nicht ohne die vielfältigen Beziehungen definieren, die sie erst hervorbringen.14,78   

So ist dann auch die Einheit vormals für getrennt gehaltener atomarer, astronomischer, 

geologischer, biologischer, psychischer und sozialer Sphären der Kern des natur-

wissenschaftlichen Paradigmenwechsels, welcher sich seit einem Jahrhundert quer durch 

die Naturwissenschaften von der Physik bis in die Medizin ereignet.  

Ironischerweise gleichen jene durch die Naturwissenschaften im 20. und 21. Jahrhundert 

erlangten Erkenntnisse der Allverbundenheit und Geistigkeit der Welt mehr und mehr 

gerade der oft als „primitiv“ gebrandmarkten Weltsicht indigener Jäger- und Sammler-

Kulturen. Ähnliches trifft auf die kategorische Trennung des Menschen vom Rest der Natur 

zu. 

Nimmt man den soeben dargestellten, fachübergreifenden Paradigmenwechsel ernst, dann 

lässt sich die reduktionistische Überzeugung, ein Lebewesen sei eine isolierte oder 
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isolierbare Maschine, deren molekulare „Bausteine“ nur gut genug verstanden werden 

müssen, um den Gesamtorganismus zu verstehen und Krankheiten zu heilen, schlicht nicht 

mehr aufrechterhalten. Das gleiche gilt zunehmend für die (ebenso metaphysischen) 

Grundannahmen des Materialismus und Physikalismus, wonach alles in der Welt auf 

Materie und ihre Interaktionen zurückführbar ist und nur das Physische als wirklich real 

bezeichnet werden kann. 

Verbildlicht gesprochen ist unser aktueller wissenschaftlicher Standpunkt der 

Welterklärung vergleichbar mit der Behauptung, dass Goethes Faust einfach eine 

Kombination von 26 Buchstaben sei, während unser grundlegender Forschungsansatz (das 

Experiment) auf dem Glauben basiert, man könnte die erhabene Schönheit von Mozarts 

Requiem verstehen, indem man zwar auf das Hinhören verzichtet, aber dafür nach einer 

Analyse der Notenblätter die Häufigkeit der jeweils gespielten Töne ordentlich in einer 

Tabelle zusammenträgt. 

So hilfreich die reduktionistische Weltsicht - beispielsweise für die Entwicklung von 

Maschinen, Medikamenten, Operationstechniken uvm. - auch war und weiter sein wird, 

zeigt sich doch recht deutlich, dass sie ausgedehnte blinde Flecken aufweist, welche nicht 

länger verdrängt werden können.  Allen voran ignoriert diese Weltsicht die Erkenntnis, dass 

das Ganze mehr ist als die Summe seiner Teile und dass in einer von Verbundenheit 

geprägten Welt nichts wirklich isoliert betrachtet werden kann. 

Aus dieser Verbundenheit ergeben sich einige interessante Implikationen nicht nur für das 

globale Gesundheits-, Sozial-, Politik- und Wirtschaftssystem,21,23,24,106,109,110 sondern eben 

auch für die Erforschung biologischer Systeme.   

Ob auf intrazellulärer, interzellulärer, interspezifischer oder ökosystemischer Ebene; wo 

immer einzelne Systeme – unabhängig vom Organisationslevel – miteinander interagieren, 

ist das richtige Timing unabdingbare Grundvoraussetzung für eine funktionierende 

Kommunikation und Koordination. Ebenso stellt, wo immer sich die Präsenz biotischer 

Faktoren (wie symbiotische Partner, Fressfeinde, Bestäuber etc.) und abiotischer Faktoren 

(wie Licht, Temperatur, pH-Wert) mit einer gewissen Regelmäßigkeit ändert, die Fähigkeit, 

solche Veränderungen zu antizipieren und die eigene Physiologie entsprechend 

auszurichten, eine zentrale evolutionäre Anpassung mit Selektionsvorteil dar.111 

Das hochvernetzte Ökosystem Erde dreht sich bekanntlich mit einer Periode von etwa 24 

Stunden um seine eigene Achse und einer Periode von 365 Tagen um die Sonne, während 

gleichzeitig durch die Einwirkungen der Gravitation von Mond und Sonne Gezeitenkräfte 

mit unterschiedlicher Periode für veränderte Umweltbedingungen sorgen. Daher existieren 

für die meisten Lebewesen sowohl eine Vielzahl von kommunikativen und kooperativen 

Verbindungen zu anderen Organismen, als auch regelmäßig wiederkehrende 

Schwankungen von physikalischen, chemischen und biologischen Umgebungs-

bedingungen. So ist es kaum verwunderlich, dass der überwältigende Großteil aller 

untersuchten Pro- und Eukaryoten im Laufe Ihrer Evolutionsgeschichte eine Möglichkeit 

gefunden hat, ihre Physiologie mit anderen Lebewesen und regelmäßigen Schwankungen 

ihrer Umwelt zu synchronisieren: circadiane, ciraclunare und circannuale Uhren.112  
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1.2 Das circadiane System 

1.2.1 Vorkommen, Eigenschaften und molekularer Aufbau circadianer Uhren 

Wie bereits erwähnt, ist jedes Lebewesen auf dem Planeten Erde in ein Ökosystem aus 

anderen Lebewesen sowie abiotischen Faktoren eingebunden. In den allermeisten dieser 

Ökosystemen kommt es zu regelmäßig wiederkehrenden Schwankungen von 

Umgebungsfaktoren, die für die Überlebensfähigkeit der Organismen von größter Relevanz 

sind.113 So existiert auf der Erde beispielsweise ein Tag-Nacht-Rhythmus, woraus sich nicht 

nur regelmäßige Schwankungen in der Lichtmenge, sondern etwa auch der 

Umgebungstemperatur ergeben. Ebenso regelmäßig – wenn auch mit anderer Periode – 

kommt es in zahlreichen Küstenregionen zum Phänomen der Gezeiten, wodurch sich der 

dortige Lebensraum radikal verändert. Darüber hinaus existieren abseits vom Äquator die 

Jahreszeiten, welche große Unterschiede in der Durchschnittstemperatur, der 

Niederschlagsmenge etc. verursachen. Die meisten der eben genannten regelmäßig 

wiederkehrenden Veränderungen führen auch zu enormen Schwankungen im 

Vorhandensein von verfügbarer Licht- oder Wärmeenergie sowie von Nahrung, 

Symbiosepartnern, Fressfeinden usw.  

Daher besteht für die meisten bekannten Organismen auf der Erde ein enormer 

Selektionsdruck, diese regelmäßigen Veränderungen zu antizipieren und beispielsweise 

den eigenen Stoffwechsel sowie den Grad an Aktivität an sie anzupassen.   

Gewährleistet wird diese Fähigkeit durch innere Uhren auf zellulärer Ebene, welche eine 

Periode von etwa 12,5 Stunden, 24 Stunden, 28 Tagen bzw. einem Jahr (lat. circa diem) 

aufweisen und daher auch als circatidale, circadiane, circalunare bzw. circannuale Uhren 

bezeichnet98 werden. Die am besten erforschte und für die vorliegende Arbeit relevanteste 

Variante eben genannter innerer Uhren ist die circadiane Uhr, weshalb im Folgenden nur 

noch von dieser die Rede sein wird. 

Die Existenz einer circadianen Uhr konnte sowohl in einigen Prokaryoten als auch in 

unzähligen Eukaryoten nachgewiesen werden. So exprimieren Pflanzen wie Arabidopsis 

thaliana ihre photosynthetischen Enzyme mit einer Periode von 24 Stunden, der Pilz 

Neurospora crassa bildet seine Sporen mit ähnlicher Regelmäßigkeit und das 

Cyanobacterium Synechococcus nutzt seine circadiane Uhr, um die Prozesse der 

Photosynthese und der Stickstoffixierung zum optimalen Zeitpunkt auszuführen. Die 

Fruchtfliege Drosophila melanogaster orientiert die Zeit des Schlüpfens, der 

Nahrungssuche und der Fortpflanzung an der inneren Uhr und auch die Aktivität von 

Säugetieren, wie etwa dem Goldhamster, erfolgt mit circadianer Rhythmizität. 112,114  

 

Die zentralen Charakteristika innerer Uhren wurden erstmals von Colin Pittendrigh 

beschrieben wurden und lauten (Eigene Übersetzung des englischen Originals): 115 

• „Circadiane Uhren sind selbsttragend in dem Sinne, dass sie auch unter konstanten 

Umweltbedingungen eine Periode von etwa 24 h aufrechterhalten 

• Circadiane Uhren sind temperaturkompensiert, weisen also in ihrer Periode - anders 

als die meisten biochemischen Reaktionen - nur eine geringe 
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Temperaturabhängigkeit auf 

• Circadiane Uhren reagieren sensibel auf rhythmische Umweltveränderungen in 

Form von Licht und Temperatur und können sich in einem begrenzten Bereich mit 

diesen externen, als „Zeitgeber“ bezeichneten Rhythmen synchronisieren. Dieser 

Prozess wird „Entrainment“ (Phasenkopplung) genannt.“ 

 

Auch bei komplexen Eukaryoten wie Menschen ist eine innere Uhr mit solcherlei 

Merkmalen nicht nur auf der Ebene des Gesamtorganismus, sondern in praktisch jeder Zelle 

des Körpers nachweisbar. 

Erste Hinweise darauf, dass circadianer Rhythmen eine genetische Basis haben, fanden sich 

bereits in Kreuzungsexperimenten aus dem Jahre 1932.116 Seit schließlich, dank der 

Pionierarbeiten von Konopka und Benzer im Jahre 1972, das erste Uhr-Gen „Period“ der 

Fruchtfliege Drosophila melanogaster isoliert worden war, konnte die genetische Basis der 

circadianen Rhythmen tiefergehend aufgeklärt werden.117  

Heute wird vermutet, dass der Oszillator – also das Herzstück des „zellulären Uhrwerks“ - 

aus wenigen Uhrgenen besteht, deren Expression rhythmisch erfolgt und durch äußere 

Zeitgeber beeinflusst werden kann. Einige dieser Proteine wirken wiederum als 

Transkriptionsfaktoren für eine Vielzahl weiterer Gene und ermöglichen so die rhythmische 

Expression von großen Teilen des Genoms („uhrenkontrollierte Gene“. 

Bei der Untersuchung verschiedenster Modellorganismen kristallisierte sich als zentraler 

Mechanismus des „zellulären Uhrwerks“ eine Translations-Transkriptions-Rückkopplung 

oder kurz TTR (englisch translation-transcription feedback loop (TTFL)) zwischen den 

Uhrgenen/Uhrproteinen heraus.118 

Obwohl die an dieser Maschinerie beteiligten Proteine zwischen den verschiedenen Reichen 

der Lebewesen ähnliche Funktionen erfüllen, weisen sie nur eine geringe Ähnlichkeit in der 

Sequenz auf, was auf eine weitgehend unabhängige Evolutionsgeschichte derselben 

hindeutet.119 

In dieser Arbeit soll exemplarisch das vereinfachte Modell der TTR menschlicher Zellen 

herausgegriffen und näher erläutert werden. Hierzu seien die beteiligten Gene und 

Genprodukte zunächst in transkriptionale Aktivatoren und transkriptionale Repressoren 

unterschieden. 

Die transkriptionalen Aktivatorproteine BMAL1 und CLOCK formen ein Heterodimer, 

welches die Transkription einer Vielzahl von Genen fördert. Unter diesen befinden sich 

auch die Repressoren PER1/2/3 und CRY1/2. Ihre Genprodukte akkumulieren im Zytosol 

und bilden ebenfalls ein Heterodimer, welches im Zellkern wiederum die Transkription von 

BMAL1 und CLOCK zu hemmen vermag. Die Periode dieser Rückkopplungssequenz 

beträgt etwa 24 Stunden. 120  BMAL1, CLOCK, PER1/2/3 und CRY1/2 stellen damit den 

Oszillator des „zellulären Uhrwerks“ dar.  

Diese basale TTR wird durch weitere Einflussfaktoren wie die BMAL-CLOCK abhängigen 

Aktivatoren Rev-erb-a sowie durch posttranskriptionale und posttranslationale 

Modifikationen, wie Phosphorylierungen durch Kinasen (unter anderem CK1ε und CK1δ), 

beeinflusst und unterliegt so einer komplexen Feinjustierung. 120 
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Abbildung 1: Die Transkriptions-Translations-Rückkopplung in stark vereinfachter Form. Die 

Aktivatorproteine BMAL1 und CLOCK fördern die Transkription zum einen von uhrabhängigen 

Genen zur Regulation des Organismus (pinker Kasten) und zum anderen von. Repressorgenen (wie 

per und cry). Die Repressorproteine PER und CRY akkumulieren nach ihrer Biosynthese im Zytosol 

und hemmen nach Dimerisierung und Transport in den Zellkern die Aktivität der Aktivatorproteine 

und damit auch ihre eigene Transkription. Ein Zyklus von der Transkription bis zur Hemmung der 

Transkription dauert etwa 24 Stunden. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die 

Darstellung der vielfältigen Modifikationsmöglichkeiten durch andere Proteine sowie 

Phosphorylierungen verzichtet. 

Obgleich bezüglich der zentralen Rolle solcher Transkriptions-Translations-

Rückkoppelungen für die circadianen Rhythmen biologischer Systeme ein weitgehender 

Konsens besteht, wurde ihr Status als primärer zellulärer Oszillator durch neuere 

Forschungsarbeiten in Frage gestellt. So konnte gezeigt werden, dass die Kombination von 

nur drei cyanobakteriellen Proteinen mit ATP in vitro zu einem Phosphorylierungsmuster 

mit 24-stündiger Periode führt, welches alle Charakteristika eines endogenen Oszillators 

aufweist. 121 Weiters wurden an Modellorganismen unterschiedlicher Domänen circadiane 

Veränderungen im Oxidationsstatus von antioxidativen Enzymen (Peroxiredoxinen) 

nachgewiesen, welche unabhängig von der TTR erfolgen. 122 

Beide Erkenntnisse deuten darauf hin, dass der molekulargenetische 

„Uroszillator“ circadianer Rhythmizität komplexer ist als bisher gedacht und auch 
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weiterhin von großem Forschungsinteresse sein wird. 

Noch komplexer als das „genetisch-biologische Uhrwerk“ einer einzelnen Zelle, ist die 

Synchronisation der in die Billionen gehenden zellulären Uhren in einem komplexen 

Organismus. 

 

1.2.2 Die Synchronisation der zellulären circadianen Uhren in einem mehrzelligen 
Organismus 

Viele Körperfunktionen eines komplexen, mehrzelligen Organismus wie dem Menschen 

unterliegen rhythmischen Veränderungen.  Am offensichtlichsten ist sicherlich die 

Rhythmizitiät des Wechsels zwischen Wach- und Schlafphasen des Menschen. Doch viele 

weitere Parameter, wie etwa die Körpertemperatur, der Cortisolspiegel, der 

Blutglucosespiegel, die Einwanderungskinetik von Immunzellen und auch komplexe 

Funktionen wie die kognitive Leistungsfähigkeit, sind durch regelmäßig wiederkehrende 

Schwankungen mit einer Periode von 24 Stunden gekennzeichnet. 123–126 Untersuchungen 

der Transkriptome verschiedener Mausorgane zeigten gar, dass 43% aller für Proteine 

codierender Gene der Maus an irgendeiner Stelle im Mäusekörper mit einer circadianen 

Rhythmik exprimiert werden, wobei die rhythmische Expression in aller Regel 

organspezifisch erfolgt. 127 

Es liegt auf der Hand, dass all die vielfältigen Körperfunktionen von Eukaryoten einer 

Koordination der beteiligten Organsysteme bedürfen.  Hinzu kommt, dass diese 

Körperfunktionen auf Rhythmen der Außenwelt abgestimmt sein müssen. 

Das circadiane System von Säugetieren, welches diese Koordination leistet, besteht letztlich 

aus einem komplexen Netzwerk verschiedener Oszillatoren in unterschiedlichen Organen, 

die über multiple Rückkopplungsmechanismen miteinander in Verbindung stehen, aber  

jeweils einen unterschiedlich großen Einfluss auf das Gesamtsystem haben.17 Dominantester 

Taktgeber in diesem Netzwerk ist der im ventralen Hypothalamus lokalisierte Nucleus 

Suprachiasmaticus (englisch: suprachiasmatic nuclei oder SCN). 128 Die zentrale Bedeutung 

dieses Hirnareals für die Synchronisation circadianer Rhythmen bei Säugetieren konnte 

durch Läsions- und Transplantationsexperimente an Nagetieren gezeigt werden.129,130 

Das über dem Chiasma opticum liegende und paarig vorhandene Kerngebiet des SCN 

besteht aus etwa 20.000 Neuronen, von denen eine Subpopulation über den 

retinohypothalamischen Trakt photische Informationen aus der Außenwelt erhält. Dazu 

sind spezialisierte, retinale Ganglienzellen nötig, welche das Lichtrezeptorprotein 

Melanopsin exprimieren und durch Lichteinstrahlung in ihrer Aktivität reguliert werden. 

Über primär glutamaterge Synapsen wird diese Information an Teile des SCN weitergeleitet, 

was dort eine Veränderung des Expressionsmusters von Per1 und Per2 - und damit eine 

Phasenverschiebung in den entsprechenden Neuronen - zur Folge hat. 131,132 Auch 

nonphotische Signale aus anderen Hirnregionen, wie den Raphekernen sowie indirekt 

photische Signale aus dem Corpus geniculatum laterale vermögen über synaptische 

Verbindungen eine Phasenverschiebung der innervierten SCN-Neuronen auszulösen, was 

die Beeinflussung des zentralen Taktgebers unter anderem durch körperliche Aktivität und 
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Erregung impliziert. 128 

Im SCN selbst erfolgt schließlich die Integration dieser Signale, wobei die einzelnen 

Neurone dieses Kerngebiets eine außergewöhnlich starke Kopplung miteinander aufweisen, 

sodass eine Perioden- und Phasenverschiebung in einer Subpopulation sich zügig auf die 

Phasen und Perioden anderer SCN-Neurone auswirkt. Grundlage dieser Kopplung 

scheinen sowohl umfangreiche synaptische Verknüpfungen als auch Gap Junctions zu sein. 
133 

Die koordinierten SCN-Neurone stehen über direkte neuronale Verbindungen sowie über 

parakrin sezernierte Signalstoffe mit anderen Hirnbereichen in Verbindung. Besonders 

stark vom SCN innerviert werden dabei hypothalamische Gebiete, wie die 

subparaventrikuläre Zone und das präoptische Areal, sowie der Nucleus striae terminalis 

und Kerne des lateralen Septums, von wo aus das Synchronisierungssignal an den Rest des 

Körpers weitergeleitet wird. 128 

Die Synchronisation dieser peripheren Oszillatoren findet letztlich vor allem über vier 

Mechanismen statt:134 

• Rhythmische neuronale Signaltransduktion durch die Innervation von Zielorganen 

wie Speicheldrüsen, Leber und Nebennieren über sympathische und 

parasympathische Fasern. 

• Rhythmische Ausschüttung von Hormonen, insbesondere der 

CRH/ACTH/Glukokortikoid-Achse. 

• Rhythmizität des Aktivitäts-/Schlafverhaltens und der Nahrungsmittelzufuhr. 

• Rhythmische Schwankungen der Körperkerntemperatur. 
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Abbildung 2: Das circadiane System des Menschen schematisch dargestellt. Rhythmische Außenreize 

wie der Hell-Dunkel-Zyklus werden über spezielle retinale Ganglienzellen an den Nucleus 

suprachiasmaticus (SCN) weitergeleitet, welcher über die in der Abbildung beschriebenen Output-

Wege die peripheren circadianen Uhren miteinander synchronisiert. Abbildungen lizenzfrei über 

Public Domain, Grundkonzept beschrieben in: Van Drunen R, Eckel-Mahan K. Circadian Rhythms 

of the Hypothalamus: From Function to Physiology. Clocks Sleep. 2021 Feb 25;3(1):189-226. doi: 

10.3390/clockssleep3010012. 

Es lassen sich sich große Unterschiede in der Sensitivität der Zellen gegenüber den 

verschiedenen Signalen feststellen. So ist der Einfluss von rhythmischer Nahrungszufuhr 

auf die Phase der Gen- und Proteinexpression von Leberzellen deutlich größer als auf 

andere Organe, sodass es in der Leber von Mäusen allein durch veränderte Fütterungszeiten 

zu einer Entkopplung der Phase von jener des Nucleus suprachiasmaticus kommen kann.135 

Einen besonders starken Reiz zur Synchronisation verschiedenster peripherer Oszillatoren 

stellt der Temperaturzyklus dar.136 Die Körperkerntemperatur unterliegt bei Säugetieren der 
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Steuerung des Hypothalamus und weist einen robusten circadianen Rhythmus auf. 137 

Durch diesen Rhythmus werden – möglicherweise über die Expression  von Proteinen der 

Heat-Shock-Factor-Familie (HSF) – peripher gelegene Oszillatoren untereinander und mit 

dem SCN synchronisiert.134,136,138 

 

 

 

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des 24-Stunden-Rhythmus der Körpertemperatur des 

Menschen. Abgezeichnet von: Edwards, Ben & Reilly, Thomas & Waterhouse, Jim. (2009). Zeitgeber-

effects of exercise on human circadian rhythms: What are alternative approaches to investigating the 

existence of a phase-response curve to exercise?.BIOL RHYTHM RES. 40. 53-69. 

10.1080/09291010802067072. 

 

1.3 Die Relevanz der circadianen Uhr für die Entstehung und 
Aufrechterhaltung von Erkrankungen 

Die Tatsache, dass zahlreiche Körperfunktionen wie der Blutdruck, die Cortisolspiegel, die 

kognitive Leistungsfähigkeit und vieles mehr regelmäßigen, circadianen Schwankungen 

unterliegen, weist bereits darauf hin, dass ungestörte circadiane Rhythmen für die 

menschliche Gesundheit eine wichtige Rolle spielen. So zeigen auch Forschungsergebnisse 

der letzten Jahrzehnte, dass Störungen circadianer Rhythmen an der Pathogenese und 

Aufrechterhaltung einer Vielzahl von Erkrankungen wie etwa metabolischen Störungen, 

Autoimmunerkrankungen, Krebserkrankungen, psychischen Erkrankungen und vielen 

weiteren mehr beteiligt sind. 139–141 

Erkenntnisse, wie etwa die Tatsache, dass mehr als die Hälfte der umsatzstärksten 

Medikamente in den USA (u.a. etwa Aspirin, Omeprazol, Insulin lispro) auf Proteine wirken, 

deren Gene in Mäusen circadian exprimiert werden127 und dass die Inzidenz von 
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Herzinfarkten und Schlaganfällen circadianen Schwankungen unterliegt,142 machen 

deutlich, dass das Timing in Überlegungen zur Epidemiologie, Pathogenese, Diagnostik 

und Therapie von Erkrankungen stärker einbezogen werden sollte und einen 

vielversprechenden Forschungsbereich darstellt. Im Fokus für solche Forschung könnten 

insbesondere Erkrankungen stehen, deren Ursache durch eine rein reduktionistische 

Herangehensweise bisher nicht ausreichend geklärt werden konnte, wie etwa metabolische 

Störungen sowie Autoimmun- oder neurodegenerative Erkrankungen. 

In der vorliegenden Arbeit liegt der Fokus auf dem Zusammenhang zwischen Störungen 

des circadianen Systems sowie der Entstehung und Aufrechterhaltung neurodegenerativer 

Erkrankungen. Im Anschluss an eine Skizzierung von Gemeinsamkeiten in der komplexen 

Pathogenese dieser Krankheiten soll zunächst auf die Relevanz von Störungen des 

circadianen Systems für die Krankheitsentstehung und -aufrechterhaltung 

neurodegenerativer Erkrankungen eingegangen werden.   

Trotz der großen Fortschritte, die in den vergangenen Jahrzehnten bei der Erforschung der 

Funktionsweise circadianer Uhren und der interzellulären Synchronisation erzielt werden 

konnten, bestehen noch große Wissenslücken, beispielsweise bei der Erforschung der 

Bedeutung des circadianen Systems für die koordinativen und kommunikativen Leistungen 

ganzer Ökosysteme.   

 

1.4 Neurodegenerative Erkrankungen 

Neurodegenerative Erkrankungen sind Krankheiten, bei denen Nervenzellen in 

zunehmendem Maße dysfunktional werden und zugrunde gehen. Typischerweise treten 

diese Störungen erst im höheren Lebensalter auf, weshalb das Alter als wichtigster 

Risikofaktor für die Entwicklung einer neurodegenerativen Erkrankung gilt.143 So wird 

geschätzt, dass die jährliche Inzidenzrate der Alzheimerdemenz für 65-70-Jährige etwa 0,5% 

beträgt, während sie für über 85-Jährige bei 6-8 % liegt. Insbesondere in Gesellschaften mit 

hoher Lebenserwartung ist daher eine steigende Inzidenz und Prävalenz dieser 

Erkrankungen zu verzeichnen, welche häufig mit einem hohen Leidensdruck der 

PatientInnen und der Angehörigen einhergehen.143 

Je nach Pathophysiologie und betroffener Hirnregion kommt es bei den verschiedenen 

Erkrankungen zu unterschiedlichen Symptomen, weshalb die Krankheitsklassifikation 

derzeit primär nach zwei Kriterien vorgenommen wird: 144 

• dem klinischen Erscheinungsbild der PatientInnen (wie etwa Gedächtnisstörungen, 

Störungen des Sozialverhaltens oder Bewegungsstörungen), welches auf den 

zunehmenden Ausfall bestimmter Hirnregionen zurückgeht. 

• dem neuropathologischen Nachweis von unterschiedlichen, biochemisch 

veränderten und intra- bzw. extrazellulär akkumulierten Proteinen, oft in Form von 

Aggregaten. 

 

Aus derartigen klinischen und neuropathologischen Veränderungen ergibt sich die aktuelle 
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Differenzierung und Klassifikation der häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen wie 

folgt (nach Prävalenz absteigend geordnet): 144–147 

Tabelle 1: Klassifikation der häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen  

Name der 

Erkrankung 

Primäre klinische 

Auffälligkeiten 

Primär 

betroffene 

Hirnregionen 

Primäre 

neuropathologische 

Auffälligkeiten 

Morbus 

Alzheimer 

Gedächtnisstörungen, 

Störungen kognitiver 

Funktionen 

Basales 

Vorderhirn, 

Frontal- und 

Temporallappen, 

Limbisches 

System 

Akkumulation von 

fehlgefaltetem 

Amyloid β 

(extrazellulär) und 

tau (intrazellulär) 

Morbus Parkinson 

und andere 

Synucleinopathien 

/ Lewy Body 

Demenzen 

Bewegungsstörungen (insb. 

Tremor, Akinese, Rigor), 

visuelle Halluzinationen, 

kognitive Fluktuationen 

Substantia nigra, 

Amygdala, 

Hirnrinde 

Intrazelluläre 

Akkumulation von 

α-Synuclein in Form 

sogenannter Lewy-

Bodies 

Frontotemporale 

Demenzen 

Verhaltensauffälligkeiten 

(z.B. mangelnde 

Impulskontrolle) und 

Veränderungen der 

Persönlichkeit, Aphasie 

Frontal- und 

Temporallappen, 

Basalganglien 

Intrazelluläre 

Akkumulation von 

fehlgefaltetem Tau-

Protein, TDP-43, 

Ubiquitin und FUS 

Chorea 

Huntington 

Choreatiforme 

Bewegungsstörungen (insb. 

Hyperkinesie), Verhaltens- 

und Affektstörungen 

Basalganglien 

(insb. Putamen) 

Verändertes 

Huntingtin-Protein 

aufgrund eines 

Trinukleotidrepeats 

im Gen für 

Huntingtin 

 

Obwohl diese Kriterien oft eine Namensgebung und gewisse Einteilung der Erkrankungen 

erlauben, so sind sie doch weitgehend deskriptiv und können keine Aussage über die 

pathophysiologischen Grundlagen treffen. Darüber hinaus hat die häufig vorgebrachte 

Hypothese von pathologisch modifizierten und akkumulierten Proteinen als primärem 

Krankheitsmechanismus neurodegenerativer Erkrankungen, mit gewissen Inkonsistenzen 

zu kämpfen. So besteht beispielsweise zwischen der Menge an Amyloidplaques beim 

Morbus Alzheimer und der klinischen Schweregrad der Demenz keine Korrelation. 146,148 

Darüber hinaus gewann in den letzten Jahrzehnten die „toxic oligomer hypothesis“ an 

Zulauf, wonach die mikroskopisch sichtbaren Aggregate eher einen Schutzmechanismus 

darstellen. Für die Schädigung der Nervenzellen wären demnach vor allem die löslichen 
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toxischen Oligomere (wie etwa Aβ und α-Synuclein) verantwortlich und nicht die 

akkumulierenden Plaques.149 

Außerdem sieht sich das aktuelle Klassifikationssystem mit einer nicht unerheblichen 

diagnostischen Unschärfe konfrontiert, da sowohl die klinische Symptomatik als auch die 

Proteinopathien zwischen den einzelnen Krankheitsbildern – insbesondere in späteren 

Stadien – stark überlappen.150–152 So fanden sich in einer Studie an PatientInnen, welche an 

Synucleinopathien erkrankt waren, in 77% der Fälle zusätzlich neuropathologische 

Anzeichen für eine Alzheimer-Demenz in Form von Tau-Fibrillen und β-Amyloidplaques,153 

während in einer anderen Studie in 57 % der PatientInnen mit Alzheimer-Demenz auch 

pathologische TDP-43-Inklusionen festgestellt werden konnten.154 

Noch problematischer als die diagnostische Unschärfe sind jedoch die ausbleibenden 

Erfolge in der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen. Seit über einhundert Jahren 

werden Erkrankungen wie etwa die Alzheimerdemenz bereits erforscht.155,156 Auf Basis der 

„ein fehlgefalteter Proteintyp führt zu einer Erkrankung“- Hypothese wurden große 

Forschungsbemühungen unternommen, um die genetischen und molekularbiologischen 

Grundlagen neurodegenerativer Erkrankungen aufzuklären und Medikamente zu 

entwickeln.157–159  Nicht erst seit der „Dekade des Gehirns“ in den Neunzigerjahren werden 

regelmäßig optimistische Verheißungen öffentlichkeitswirksam verbreitet. So verkündeten 

elf „führende“ NeurowissenschaftlerInnen im Jahr 2004 voller Zuversicht: „Vor allem was die 

konkreten Anwendungen angeht, stehen uns in den nächsten zehn Jahren enorme Fortschritte ins 

Haus. Wahrscheinlich werden wir die wichtigsten molekularbiologischen und genetischen 

Grundlagen neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer oder Parkinson verstehen und diese 

Leiden schneller erkennen, vielleicht von vornherein verhindern oder zumindest wesentlich besser 

behandeln können.“160 

Jedoch: „enorme Fortschritte“ in der Prävention, Diagnostik und Therapie neurodegenera-

tiver Erkrankungen sind in den vergangenen Jahrzehnten leider weitgehend ausgeblieben. 

So ist es nur in Ausnahmefällen wie etwa dem Morbus Parkinson gelungen, mit dem Einsatz 

von L-Dopa eine Therapie zu entwickeln, welche - zumindest zeitweise - die Krankheits-

symptome lindern kann, ohne dass dabei allerdings die Progression der Erkrankung an sich 

verlangsamt oder gar verhindert werden kann. Diese Therapieoption besteht jedoch bereits 

seit 1961 und kann daher nur schwerlich als Beleg für den Erfolg des aktuellen neurowis-

senschaftlichen Paradigmas gewertet werden. 

Die therapeutischen Möglichkeiten bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie 

etwa der Alzheimer-Demenz, der Frontotemporalen Demenzen oder Chorea Huntington, 

sind noch weitaus unbefriedigender.  Bei der häufigsten Demenzform, der Alzheimer-De-

menz stehen beispielsweise aktuell nur palliative Medikamente mit geringer Effektivität zur 

Verfügung. 161 

Obgleich fehlgefaltete und akkumulierte Proteine für die Pathogenese neurodegenerativer 

Erkrankungen höchstwahrscheinlich eine wichtige Rolle spielen, lässt sich doch zuneh-

mend beobachten, dass die reduktionistische, ausschließlich auf einzelne fehlgefaltete Pro-

teine gerichtete, Sichtweise verlassen wird und einer Perspektive weicht, welche neurode-



 

23 

 

generative Erkrankungen als multikausale Systemerkrankungen charakterisiert. Demzu-

folge sind neurodegenerative Erkrankungen das Ergebnis eines komplexen Zusammen-

spiels zahlreicher, sich gegenseitig modulierender zellulärer Funktionen 99,158,159,161–165, welche 

ihrerseits auch durch das Alter, soziale Faktoren, Persönlichkeitsmerkmale und den Lebens-

stil mitbeeinflusst werden.166–169  

Die zellulären Funktionen, welche in der Literatur am häufigsten als krankheitsfördernd 

genannt werden, sind die Folgenden: 

• Störungen der Proteinhomöostase mit Akkumulation pathologischer Aggregate 

• Oxidativer Stress 

• Mitochondriale Dysfunktionen 

• Neuroinflammation 

• metabolische Störungen 

• Störungen des intrazellulären Transports 

All diese Faktoren interagieren im menschlichen Organismus dynamisch miteinander und 

beeinflussen sich gegenseitig. 170–172 So können metabolische Veränderungen über 

Citratzyklus und Atmungskette eine Beeinträchtigung der mitochondrialen Funktion zur 

Folge haben, welche wiederum die Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 

bedingt. Oxidativer Stress scheint hierbei ein besonders zentraler Faktor zu sein, welcher 

sowohl zur Fehlfaltung von (Transport-)Proteinen als auch zur Zellnekrose – und damit 

dem Einwandern von Immunzellen und dem Auslösen einer Entzündungsreaktion - führt. 

Die Entzündung beeinflusst wiederum die lokale metabolische Aktivität und induziert 

unter anderem die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, wodurch sie weiter zur 

Proteinaggregation beiträgt. 170–172 

Letztlich ergibt sich also das Bild, dass neurodegenerative Erkrankungen heute als 

komplexe Systemerkrankungen verstanden werden162,165,173, also gewissermaßen als 

emergente Entitäten, die aus einer Störung der oben genannten fundamentalen zellulären 

Funktionen und ihrer Interaktionen hervorgehen.  
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Abbildung 4:  Neurodegeneration als Systemerkrankung 

Als gemeinsame Ursache dieser zellulären Störungen gerät zunehmend ein Zustand der 

chronischen Entzündung („chronic inflammation“) in den Fokus.  Demnach führen 

Lebensumstände, die eng mit unserer aktuellen Lebensweise verbunden sind, wie etwa 

mangelhafte Ernährung und unzureichende körperliche Aktivität, chronischer 

psychosozialer Stress, Veränderungen des Mikrobioms („Dysbiose“), Umwelt- und 

Industriegifte, chronische Infektionen und nicht zuletzt auch Störungen der circadianen 

Rhythmik zu einem Zustand dauerhafter systemischer Entzündung („low-grade systemic 

chronic inflammation“174).  Diese chronische Entzündungsreaktion wiederum begünstigt 

dieser Theorie zufolge dann die Entstehung aktueller „Volkskrankheiten“ wie 

kardiovaskuläre Erkrankungen, Metabolisches Syndrom, Typ II- Diabetes, 

Autoimmunerkrankungen, Osteoporose, einige Krebsformen, Depression und eben auch 

neurodegenerative Erkrankungen. 99,171,174–178  
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1.5 Die Rolle circadianer Dysfunktionen für die Entstehung und 
Aufrechterhaltung neurodegenerativer Erkrankungen 

Unter Beachtung der Tatsache, dass all die bei neurodegenerativen Erkrankungen 

geschädigten Funktionen in einem komplexen Organismus nicht nur örtlich, sondern auch 

zeitlich koordiniert ablaufen müssen, überrascht es nicht,  dass alle oben genannten 

Funktionen von circadianen Uhren beeinflusst werden und Störungen der circadianen 

Rhythmik in unterschiedlichen Organen/Organsystemen auch zu Störungen der 

Immunreaktion179,180 , der mitochondrialen  Funktion181,182, des Metabolismus183–186 , des 

intrazellulären Transports187 , der Protein-Homöostase188,189 und der ROS-

Homöostase122,190,191 führen können. 

Entsprechend häufen sich auch die Belege für einen kausalen Zusammenhang zwischen 

Störungen circadianer Rhythmen und der Pathogenese und Aufrechterhaltung 

neurodegenerativer Erkrankungen.192–195 

So zeigt sich in Beobachtungsstudien an Menschen, dass es bei Alzheimer-PatientInnen 

teilweise bereits vor dem Auftreten typischer kognitiver Symptome zu Störungen 

circadianer Rhythmen kommt196,197 sowie, dass das Erkrankungsrisiko bei PatientInnen mit 

gestörten circadianen Rhythmen erhöht ist und der kognitive Verfall in diesem 

PatientInnenkollektiv schneller fortschreitet.198–200  Bei PatientInnen mit bereits 

diagnostizierten neurodegenerativen Erkrankungen, treten dann auch häufig – im Vergleich 

zu gleichaltrigen Gesunden – übermäßig starke Störungen circadianer Rhythmen auf. 201,202 

Vergleichbare Auffälligkeiten lassen sich auch im Mausmodell nachvollziehen.203–205 

Die Mechanismen dieses Einflusses sind noch nicht annähernd aufgeklärt. Allerdings 

konnte in korrelativen Studien gezeigt werden, dass Schlafmangel bei Menschen zu einer 

Erhöhung neuroinflammatorischer Marker im Liquor führen kann und einen Einfluss auf 

die Amyloid-β-Kinetik hat. 206,207 Auf genetischer Ebene wurde festgestellt, dass Single-

Nucleotide Polymorphismen (SNP) in zentralen Genen der inneren Uhr (wie etwa CLOCK, 

BMAL1 und PER1) mit einem erhöhten Risiko für Morbus Alzheimer bzw. Parkinson 

einhergehen208–210 und im Mausmodell wird durch Schlafmangel nicht nur die 

Akkumulation von Amyloid-β und tau erhöht211, sondern auch die Protein-Homöostase 

gestört und Neuroinflammation begünstigt.212,213 

Auch die Phosphorylierung synaptischer Proteine, welche eine wichtige Rolle bei der 

Regulation der synaptischen Funktion spielt, unterliegt physiologischerweise circadianen 

Schwankungen. Durch Schlafentzug kann die Rhythmizität der Proteinphosphorylierung -

elche Feedback- und Regulationsmechanismen letztlich kausal zu den o.g. korrelativen 

Veränderungen und Krankheitssymptomen führen ist weitgehend unbekannt, es gibt 

allerdings einige Hinweise darauf, dass die zahlreichen, auf verschiedenen Ebenen 

vorhandenen Verbindungen zwischen circadianen Rhythmen und der Homöostase 

reaktiver Sauerstoffspezies in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen eine 

vorrangige Rolle spielen. 122,190–192,215 

Das circadiane System spielt zum einen für die Koordination des oxidativen 

Nährstoffkatabolismus eine zentrale Rolle184–186, etwa indem es die mitochondriale Aktivität 

und ATP -Produktion reguliert185, und stimmt zum anderen die nötigen  Schutzmaßnahmen 
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gegen ROS aufeinander ab. So steht etwa die Aktivität von Peroxiredoxin und der 

Nukleotid-Exzisions-Reparatur ebenso unter circadianer Kontrolle, wie die Ausschüttung 

von Melatonin, welches neben seiner Funktion als Synchronisator peripherer circadianer 

Uhren als Antioxidans reaktive Sauerstoffspezies neutralisiert.122,192 

Bei einer Störung circadianer Rhythmen bzw. einer Störung der Synchronisation zwischen 

einzelnen Nerven- und Gliazellen könnte es demnach der vermehrte oxidative Stress sein, 

der dann sekundär zur  Akkumulation fehlgefalteter Proteine, zu mitochondrialen 

Dysfunktionen sowie zur Initiation neuroinflammatorischer Kaskaden führt und damit die 

Grundlage für die Fehlfunktion und den Untergang von Nervenzellen bei 

neurodegenerativen Erkrankungen bildet.192 

 

1.6 Hypothese der vorliegenden Arbeit 

Trotz zahlreicher Erkenntnisse zum korrelativen Zusammenhang zwischen 

neurodegenerativen Erkrankungen und Störungen circadianer Rhythmen, gibt es 

vergleichsweise wenige Arbeiten, welche die Grundlagen dieser Korrelation beleuchten, 

und versuchen, sie in reduktionistischer Manier auf zellulärer Ebene nachzuvollziehen. 

Aus diesem Bedarf heraus, ist die vorliegende Arbeit entstanden, deren Basis von folgender 

Hypothese gebildet wird: 

 

Störungen der circadianen Rhythmik wirken sich schädlich auf die Resistenz gegenüber 

Sauerstoffradikalen, die Protein-Homöostase, sowie die Differnzierungsfähigkeit, die 

Gesundheit und das generelle Überleben von Säugetier-Nervenzellen aus. 

 

Direkte Grundlage dieser Schrift sind die Untersuchungen, die durch meine Kollegin Dr. 

Nora Rubbe im Rahmen ihrer strukturierten Promotionsarbeit am Institut für medizinische 

Psychologie durchgeführt wurden.  

Sie hat in ihrer Dissertation die grundsätzliche Methodik der N2a-Zellkultur etabliert, 

welche auch in der vorliegenden Arbeit genutzt wird.  So konnte sie zeigen, dass die 

Behandlung von Mäuseneuroblastomzellen (N2a) mit dem Histon-Deacetylaseinhibitor 

LBH-589 (Panobinostat) in Kombination mit einer Reduktion der Serumkonzentration im 

Medium auf 0,5% zur Induktion einer künstlichen Zellalterung (Seneszenz) führt. Im 

Rahmen dieser Zellalterung werden die einzelnen Zellen größer und bilden mehr 

Zellausläufer.  Siehe hierzu Abbildung 8. 
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Abbildung 5: Dargestellt ist der Anteil seneszenter Zellen über einen Zeitraum von 15 Tagen. Eine 

Beta-Galactosidase-Färbung der N2a-Zellen zeigt, dass LBH zu einer stärkeren Seneszenzinduktion 

führt als DMSO, und dass die Seneszenz mit zunehmender Inkubationsdauer zunimmt. Aus Rubbe, 

Nora (2021): The interaction between the circadian clock, temperature entrainment and the insoluble 

protein content. Dissertation, LMU München: Medizinische Fakultät. 

Nach dem gleichen Protokoll in die Seneszenz überführte N2a-Zellen dienen auch in der vorliegenden 

Arbeit als Modell für gealterte Säugetiernervenzellen.  

 

Ebenso konnte Dr. Rubbe zeigen, dass die Seneszenzinduktion und folgende Inkubation 

der Zellen über 15 Tage zu einem erhöhten Anteil unlöslicher Proteine innerhalb der 

Zellen führen. Darüber hinaus zeigte sich, dass in jenen Zellen, die in dieser Zeit 

zyklischen Temperaturbedingungen (12h 34 °C / 12h 37 °C) ausgesetzt waren, der Anteil 

an unlöslichem Protein geringer war als in Zellen, die unter konstanten 

Temperaturbedingungen (24h 37 °C) gehalten wurden. Diese Ergebnisse sind in 

Abbildung 6 dargestellt. In diesen Experimenten wurde auch noch eine dritte 

experimentelle Bedingung mit wechselnden Temperaturen in einem nicht 24-h-Zyklus (9:9 

Stunden) untersucht, wobei keine Unterschiede im Anteil unlöslicher Proteine zwischen 

24h- Rhythmus und Nicht-24h-Rhythmus festgestellt werden konnten.   
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Abbildung 6: Dargestellt ist das Verhältnis von unlöslichem Proteinanteil zum 

Gesamtprotein unter verschiedenen Temperaturbedingungen (Konstant 37 °C, 9:9 Stunden 

34 °C/ 37 °C, 12:12 Stunden 34 °C/ 37 °C). Es zeigt sich eine signifikante Verminderung des 

Anteils unlöslicher Proteine unter zyklischen Temperaturbedingungen.  Aus: Rubbe, Nora 

(2021): The interaction between the circadian clock, temperature entrainment and the 

insoluble protein content. Dissertation, LMU München: Medizinische Fakultät 

 

Insgesamt weisen diese Erkenntnisse darauf hin, dass mit seneszenten N2a-Zellen ein 

adäquates Modell für gealterte Säugetier-Nervenzellen vorliegt und dass starke circadiane 

Zeitgeber die Bildung von Proteinaggregaten in Säugetier-Nervenzellen verringern können.  
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Material 

 

Tabelle 2 

Verwendete Medien, Chemikalien und Reagenzien 

Gibco DMEM (1X) + GlutaMAXTM 
REF: 31966-021 

 

Dulbecco´s Modified Eagle´s 

Medium/Nutrient Mixture F-12 

Ham D6434-500ml 

 

REF: D6434-500ML, Sigma Aldrich 

Gibco TrypLETM Express REF 12604-013, Thermo Fisher Scientific 

PBS D8537-500ML, Sigma 

Dimethyl sulfoxide Cell culture 

grade 
A3672,0250, AppliChem 

Panobinostat (LBH589) Cat-Nr. 1612, BioVision, USA 

Brilliant Blue R-250 B7920-10G, Sigma-Aldrich 

Methanol ≥99.8%, HiPerSolv 

CHROMANORM® für die HPLC 

152507P, VWR Chemicals 

 

Essigsäure A3686,1000, AppliChem 

RealTime-Glo™ MT Cell Viability 

Assay 

 

G9711, Promega 

cOmplete™, Mini, EDTA-free 

Protease Inhibitor Cocktail 
11836170001, Sigma-Aldrich 

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor 04 906 0387 001, Sigma-Aldrich 

Tris ultrapure A1086,1000, AppliChem 

NaCl AM9760G, gibco 

EDTA Lösung pH8 (0,5M) A3145,1000, AppliChem 

SDS L4522, Sigma-Aldrich 

IGEPAL CA630 I8896-50ML, Sigma 

UREA 29700, gibco 
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DTT D0632-10G, Sigma-Aldrich 

Benzonase E1014, Sigma-Aldrich 

Triton-X-100 T8787-100ML, Sigma 

H2O2, 30 wt% in H2O 216763-100ML 

Paraformaldehyd 158127-500G, Sigma-Aldrich 

NaOH 1310-73-2, Sigma-Aldrich 

Bovine Serum Albumin A7906-100G, Sigma-Aldrich 

Monoclonal Anti-β-Tubulin III 

(neuronal) antibody produced in 

mouse 

T8578, Sigma-Aldrich 

Monoclonal Anti-Neurofilament 

200 (Phos. and Non-Phos.) 

antibody produced in mouse 

 

N0142, Sigma-Aldrich 

Antibody–CF 488A Conjugates SAB4600388, Sigma Aldrich 

DAPI  

 
D9542, Sigma Aldrich 

VectaShield- Mounting medium ) H-1000, Vector Laboratories 

 

Tabelle 3 

Platten und Flaschen zur Zellanzucht 

TC Flask T75,Stand.,Vent. Cap 

 
83.3911.002, Sarstedt 

TC Flask T75,Standard 

 

 

83.3911, Sarstedt 

Nunc™ F96 MicroWell™ 

Polystyrolplatte,  weiß 

 

136101, Thermo Scientific 

Corning® 96 Well Half-Area 

Microplate 

 

3885, Corning incorporated 

TC-Platte 24 Well,Standard,F 

 
83.1836, Sarstedt 

Klebefolie für 96-well-Platten REF 4360954, applied biosystems 
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Tabelle 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 5 

Selbst angesetzte Puffer 

RIPA-Puffer 
50mM Tris pH8; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5% SDS; 

0,5% SDO,  1% IGEPAL CA630 

Urea-Puffer 8 M Urea, 2 % SDS, 50 mM Dithiothreitol, 50 mM Tris 

pH 8 

Coomassie Brilliant Blue 

Lösung 
20ml Methanol, 10ml Essigsäure, 625mg Coomassie 

Brilliant Blue R-250, Auffüllen auf 50ml mit PBS) 

 

  

Geräte und Instrumente 

New Brunswick Galaxy 170R Inkubator 

Panasonic MIR 154-PE Cooled Incubator 

Sanyo MIR-153 Refrigerated Incubator 

Leica DM IL LED FLUO Inverses Labormikroskop 

Leica ICC50 HD 

Leica Application Suite Version 3.0.0 

Mithras LB 940 Multitechnologie Mikroplattenleser 

Grant Instruments™ Grant Bio™ PMR-30 Compact Fixed-Angle Platform 

Rocker 

Eppendorf Centrifuge 5417R 

„HOBO Pendant® Temperature/Light 64K Data Logger (Part # UA-002-64) 
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2.2 Zusammenfassung der Methodik  

Zur Untersuchung der oben genannten Hypothese wurden murine Neuroblastomzellen 

kultiviert, bei denen durch Seneszenzinduktion ein künstlicher Alterungsprozess 

herbeigeführt wurde. Dieser hat die Ausbildung eines neuronenähnlichen Phänotyps zur 

Folge und wird als Modell für gealterte Säugetier-Nervenzellen verwendet.  

Am Tag der Seneszenzinduktion wurden die Zellen in drei unterschiedliche experimentelle 

Gruppen aufgeteilt. Die experimentellen Bedingungen dieser Gruppen unterschieden sich 

dabei allein in der Umgebungstemperatur. 

Die Umgebungstemperatur von Zellen der Gruppe 1 betrug konstant 34 °C, die von Gruppe 

2 wechselte alle 12 Stunden zwischen 34°C und 37 °C, während die Umgebungstemperatur 

der Zellen in Gruppe 3 konstant 37 °C betrug 

Zehn Tage nach Seneszenzinduktion wurden die Zellen der verschiedenen Gruppen mit 

unterschiedlichen Methoden hinsichtlich ihrer Überlebensfähigkeit, ihrer ROS-

Stressresistenz, der exprimierten Proteine und der Differenzierungsfähigkeit/ Anzahl der 

Nervenzellfortsätze untersucht.  
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Abbildung 7: Schematisches Darstellung der experimentellen Vorgehensweise. Aus der 

Zellpopulation N2a-Zellen  (murine Neuroblastomzellen) wird eine definierte Anzahl an Zellen  

ausgesät. Nach drei Tagen wird mittels des Histon-Deacetylase-Inhibitors LBH-589 (Panobinostat) 

die Seneszenz (künstliche Zellalterung) der Zellen initiiert und die Zellen infolgedessen 

unterschiedlichen experimentellen Bedingungen in Form von unterschiedlichen Temperaturregimes 

ausgesetzt (Konstant 37 °C, Konstant 34 °C, Zyklischer Wechsel alle 12 Stunden zwischen 34 °C 

und 37 °C). Die Mediumwechsel erfolgten jeweils zum gleichen Zeitpunkt etwa alle 3-4 Tage. An 

Tag 10 bzw. 11 nach Seneszenzinduktion erfolgte dann die Auswertung im Hinblick auf 

Überlebensfähigkeit, ROS-Stressresistenz, Proteinexprimierung und Differenzierungsfähigkeit i.S. 

eines neuronalen Phänotyps. 
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2.3 Grundsätzliche Methodik der Zellkultur 

Zur experimentellen Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Zeitgeberintensitäten 

auf Zellen neuronaler Genese wurden murine Neuroblastoma-Zellen der Linie N2a (Neuro-

2a ATCC® CCL-131™) verwendet, welche von der Firma ATCC erworben wurden. N2a-

Zellen werden bereits seit Jahrzehnten eingesetzt, um neuronale Differenzierungs- und 

Wachstumsprozesse zu untersuchen216,217 und die Pathophysiologie neurodegenerativer 

Erkrankungen wie etwa Chorea Huntington und die Creuzfeld-Jakob-Krankheit zu 

erforschen.218–221 Hierfür eignet sich diese Zelllinie besonders gut, da sie auf eine 

verminderte Serumkonzentration und andere Umweltreize mit Differenzierung und der 

Ausbildung von Neuriten reagiert. 217 

Kultiviert wurden diese Zellen primär in Kulturflaschen des Typs „T75 Tissue Culture Flask 

Red Vent Cap“ aus Polystyrol. Um einen Gasaustausch mit der 37 °C warmen und mit 5% 

CO2 angereicherten Luft des Inkubators vom Typ New Brunswick Galaxy 170 R zu 

ermöglichen, wurden Flaschen mit gasdurchlässigen Filterdeckeln verwendet. 

Als Standardmedium kam DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supplement von gibco zum 

Einsatz, welches mit 10% FBS und 0,4% Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml Penicillin, 

10.000 µg/ml Streptomycin) versehen wurde. Der Mediumwechsel erfolgte mit einer 

Regelmäßigkeit von 3-4 Tagen. 

Beim Mediumwechsel wurde gleichzeitig eine Verdünnung der Zellmasse auf 1/10 

vorgenommen, um das dauerhafte Wachstum der Kultur zu gewährleisten. 

Zur Ablösung der Zellen vom Flaschenboden wurde das alte Medium entfernt. 

Anschließend wurden die Zellen einer Inkubation mit 1ml Trypsin unterzogen, welches 

fünf Minuten bei 37°C auf die adhärenten Zellen einwirkte. Das Enzym Trypsin sorgt durch 

seine proteolytische Aktivität für eine Vereinzelung sowie eine Lösung der Zellen vom 

Boden der Kulturflasche. Nach der Kontrolle auf Vereinzelung und Ablösung der Zellen 

vom Boden wurde das TrypLE-Enzym durch die Zugabe von 5ml des oben genannten 

DMEM-Mediums neutralisiert. Um die vollständige Ablösung der Zellen vom 

Flaschenboden zu gewährleisten und sie für die weitere Bearbeitung zu vereinzeln, wurde 

dieser anschließend durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren des Zell-Medium-Enzym-

Gemisches gespült. Daraufhin wurden etwa 90% des Gemisches mit Hilfe einer Glaspipette 

und einem Sauger abgesaugt und verworfen.  Zu den in der Flasche verbleibenden Zellen 

wurden dann 10ml des oben genannten Mediums hinzugegeben und die Inkubation bei 37° 

und 5% CO2 fortgesetzt. 

Für all diese Arbeiten wurden kalibrierte Pipetten der Serie „Reference“ und „Research 

plus“der Firma Eppendorf verwendet. 

 

 

 

 

 



 

35 

 

2.4 Grundsätzliche Methodik der Experimente 

Für alle Experimente wurde eine definierte Anzahl an Zellen in ein neues Behältnis 

(Kulturflasche bzw. Kulturplatten) überführt. Hierzu wurden der Zellverdünnungsprozess 

wie oben beschrieben durchgeführt, wobei nach der Ablösung und Vermischung mit 

Medium 5ml der Suspension in ein verschließbares Zentrifugenröhrchen transferiert 

wurden. Anschließend wurde das Gemisch bei 800rpm 5 Minuten lang zentrifugiert, um 

die Zellen vom Trypsin-Medium-Gemisch zu trennen. Nach dem Absaugen des 

Überstandes wurden die Zellen mit 5 ml frischen Mediums vermischt. 50µl der 

Zellsuspension wurden mit einer Pipette entnommen und mit 50µl Trypanblau vermengt. 

Nach einer Einwirkzeit von 2 Minuten wurde die Suspension gemischt und mittels einer 

Neubauer improved Zählkammer anschließend die Anzahl der Zellen bestimmt. Die jeweils 

bei den einzelnen Experimenten angegebenen Zellzahlen wurden anschließend mit o.g. 

Standardmedium  in die Kulturflaschen verbracht und  zunächst drei Tage lang bei 37° C 

und 5% CO2 inkubiert, um eine Adhärenz an den Flaschen- bzw. Plattenboden zu 

ermöglichen. 

Am dritten Tag nach dem Aussäen der Zellen wurde in allen Experimenten die Seneszenz 

der Zellen induziert. 

Zur Seneszenzinduktion und -aufrechterhaltung wurde das bisherige Medium durch ein 

Medium mit auf 0,5% FCS reduziertem Serumgehalt ausgetauscht (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham mit 0,5% FCS, 5ml Glutmax und 0,4% 

Penicillin-Streptomycin).  Durch die Reduktion der Serumkonzentration werden EGFR- 

Akt-, und Erk 1/2- abhängige intrazelluläre Signalwege aktiviert, welche zu stärkerer 

Differenzierung der Neuroblastomzellen führen222 und die Vulnerabilität der Zellen 

gegenüber Stressoren (wie etwa oxidativen Stress) erhöhen.223 Daher wird die Inkubation 

von Neuroblastomzellen in Medium mit erniedrigtem FCS-Gehalt bereits seit Jahrzehnten 

als Modell für neuronale Alterungsprozesse verwendet. 223 

Eine derartige Induktion der Zelldifferenzierung und -alterung wurde darüber hinaus in 

der vorliegenden Arbeit durch die Zugabe des Histon-Deacetylase-Inhibitors LBH-589 

(Panobinostat) verstärkt. Hierfür wurden 15µl einer 15 mikromolaren LBH-589 in DMSO-

Lösung in 10ml des DMEM/F12 Mediums verbracht und nach Durchmischung zu den 

Zellen gegeben. 

LBH-589 (Panobinostat) ist ein Histon-Deacetylase-Inhibitor (HDACi) aus der Gruppe der 

Hydroxamsäuren 224, welcher therapeutisch zur Krebstherapie eingesetzt wird und in der 

Zellkultur zur Induktion von Seneszenz dient. 225,226  Es konnte gezeigt werden, dass Histon-

Deacetylase-Inhibitoren auf Neuroblastomzellen primär über einen Zellzyklusarrest und 

die Initiierung von Differenzierung wirken.25  Die Kombination aus FCS-Reduktion und 

Zugabe von LBH führt daher, wie in der Einleitung näher ausgeführt, zu einer Zellalterung 

(Seneszenz) und einer mikroskopisch feststellbaren Veränderung der Zellen hin zu einem 

neuronalen Phänotyp wie in Abbildung 8 ersichtlich wird. 
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Abbildung 8: Vergleich der N2a-Zellen vor und nach Seneszenzinduktion wie im Text beschrieben. 

Das obere Bild wurde unmittelbar vor der Seneszenzinduktion aufgenommen, das untere Bild am 

Tag 10 nach Seneszenzinduktion. Zu sehen ist insbesondere eine Abflachung der Zellen und die 

vermehrte Ausbildung von Zellausläufern zwischen den Zellen.  Vergrößerung: 20-fach, 

Maßstabsbalken: 50µm 
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Mit dem Zeitpunkt der Seneszenzinduktion begann darüber hinaus die Aufteilung der 

Zellen in die unterschiedlichen Temperaturregimes. 

Hierfür wurden die drei in der „Geräte und Instrumente“-Tabelle genannten Inkubatoren 

verwendet. Diese wurden programmiert, sodass die Temperatur im Inneren konstante 37 °C, 

konstante 34 °C bzw. alternierend 12 h 37 °C und 12h 34 °C betrug. Die dauerhafte 

Einhaltung dieser Temperaturbedingungen wurde mit Hilfe von Messgeräten vom Typ 

„HOBO Pendant®“überprüft. 

Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage etwa zur selben Uhrzeit um 10 Uhr vormittags. 

Hierfür wurde das gleiche Medium mit identischer LBH-589 bzw. DMSO – Konzentration 

verwendet wie bei der Seneszenzinduktion. 

Die verschiedenen Temperaturregimes basieren auf zuvor durchgeführten Experimenten 

im Institut für medizinische Psychologie sowie auf publizierten Studien.  So zeigten in vivo 

Studien, dass in Mäusehirnen eine Temperaturdifferenz von 3 °C zwischen Zeiten der 

Aktivität und Zeiten der Inaktivität vorherrscht. 227 

Ebenso liegen Studien vor, die nachweisen konnten, dass Zellen von Mäusen und Ratten 

auch in vitro durch zyklische Temperaturwechsel eine circadian kontrollierte 

Genexpression aufweisen.136 Noch nicht publizierte, im Institut für medizinische 

Psychologie durchgeführte Experimente konnten zeigen, dass nur jene Temperaturzyklen 

zu einer verlässlichen Phasenkopplung (Entrainment) in den Zellen führen, die einen 

Zyklus von 24 Stunden aufweisen. Darum erfolgte der Temperaturwechsel alle 12 Stunden. 

Bisher wurde nur das allgemeine, bei allen Experimenten identisch durchgeführte 

Vorgehen geschildert, welches außerdem durch Abbildung 7 verdeutlicht wird. Die jeweils 

spezifischen Materialien und Methoden -insbesondere der Auswertung - werden im 

Folgenden näher erläutert. 

 

2.5 Analyse des Proteingehalts und des Proteoms  

Um den Proteingehalt und die Zusammensetzung des Proteoms zu ermitteln, bedurfte es 

zunächst der Ernte und des Aufschlusses der zuvor angezüchteten Zellen. Anschließend 

erfolgte die Extraktion. Die noch ausstehende massenspektrometrische Analyse der 

Proteine ist nicht Teil dieser Arbeit 

2.5.1 Anzucht und Inkubation 

Zur Extraktion der Proteine für die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden je 

106   Zellen in insgesamt sieben Kulturflaschen des Typs T75 mit filterlosen Deckeln ausgesät. 

Nach der Inkubationszeit von drei Tagen wurde bei einer Flasche die Zellernte und 

Proteinextraktion wie unten beschrieben vorgenommen (Tag 0), während bei den 

verbleibenden sechs Flaschen die Seneszenzinduktion mit 10ml DMEM-F12-Medium (0,5% 

FCS) und 15 µl DMSO mit 15µM LBH-589 bzw. 15µl DMSO durchgeführt wurde. 

Anschließend erfolgte bei diesen die Inkubation nach folgendem Schema: 
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Konstant 37 °C: 

− 1 Flasche mit LBH-589 Behandlung 

− 1 Flasche mit DMSO-Behandlung 

Konstant 34°C: 

− 1 Flasche mit LBH-589 Behandlung 

− 1 Flasche mit DMSO-Behandlung 

Zyklischer Wechsel 12h 37 °C / 12h 34 °C: 

− 1 Flasche mit LBH-589 Behandlung 

− 1 Flasche mit DMSO-Behandlung 

 

Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage zur selben Uhrzeit. Es wurde das gleiche Medium 

mit identischen LBH-589 bzw. DMSO – Konzentrationen verwendet wie bei der 

Seneszenzinduktion. 

 

2.5.2 Zellernte am Tag 10 nach Seneszenzinduktion 

Bei der Zellernte werden die Zellen aus dem Aufzuchtgefäß herausgelöst, um sie der 

weiteren Analyse zugänglich zu machen. Dies geschah unter ständiger Eiskühlung, um eine 

Autoprotolyse - und damit eine Verfälschung der Ergebnisse - zu verhindern. 

Nach Abpipettierung des Medium-Überstandes wurden die Zellen mit 10ml kaltem PBS 

(Firma Sigma-Aldrich, siehe Abschnitt: 2.1 Material)  gewaschen, um alle Mediumreste zu 

entfernen. Die Ablösung der Zellen vom Flaschenboden erfolgte durch einen Zellschaber in 

Anwesenheit von 3ml kaltem PBS, welche zuvor mit Protease- und Phosphataseinhibitoren 

(cOmplete™ Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich,  PhosSTOP 

Phosphatase Inhibitor, Sigma-Aldrich) vermengt worden waren, um eine nachträgliche 

Spaltung und/oder Dephosphorylierung zu verhindern. 

Die Zellsuspension wurde in zwei 1,5ml Eppendorfröhrchen aufgeteilt sowie für die Dauer 

von 5 Minuten bei 4 °C und einer Zentrifugalbeschleunigung von 1000 rcf zentrifugiert. 

Nach Entfernung des Überstandes wurden die Zellpellets in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und in einer Tiefkühltruhe mit -72 °C gelagert.  

 

2.5.3 Proteinextraktion 

Zur Analyse des Proteoms ist es notwendig, die Zellmembran zu zerstören und den 

Zellinhalt freizusetzen. Da dabei auch andere membranumschlossene Organellen, wie etwa 

die Lysosomen aufgeschlossen werden, ist die Zugabe von Proteaseinhibitoren und die 

Schaffung einer alkalischen, Ca2+ und Mg2+ - armen Umgebung durch basische Puffer und 

Chelatoren notwendig, um eine Hydrolyse durch zelleigene Enzyme zu verhindern.  Aus 

demselben Grund wurden alle Arbeitsschritte unter Eiskühlung durgeführt.  
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Für dieses Experiment wurde außerdem zwischen RIPA-löslichen und RIPA- unlöslichen 

Proteinen differenziert, um einen Anhaltspunkt für die Tendenz zur Aggregatbildung 

zwischen den verschiedenen experimentellen Bedingungen zu erhalten.  

Der RIPA-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 5  im Abschnitt 2.1) dient dabei dazu, die 

Zellmembranen aufzubrechen (zu lysieren). Dies ermöglicht erst die Extraktion der Proteine 

zur weiteren Analyse. Die chemischen Bindungen innerhalb von Proteinen und zwischen 

verschiedenen Proteinen (wie sie beispielsweise in Proteinaggregaten vorkommen) werden 

durch den Puffer nur geringfügig beeinträchtigt.228 Der Urea-Lyse-Puffer hingegen 

denaturiert die Bindungen zwischen Proteinen deutlich stärker228 und ermöglicht so die 

genauere Spezifizierung auch jener Proteine, die im RIPA-Puffer nicht voneinander gelöst 

werden konnten (beispielsweise weil sie Aggregate gebildet haben).  

Zur Lyse der Zellen wurden 600 µl von kaltem protease- und phosphataseinhibitorhaltigem 

RIPA-Puffer und 1µl Benzonase (zum Abbau von Nukleinsäuren) zum Zellpellet gegeben. 

Das Pellet wird anschließend eine Stunde lang bei  -4 °C auf einem Laborschüttler inkubiert. 

Um eine Durchmischung und vollständige Zelllyse zu erreichen, wurde das Lysat zehnmal 

mit einer 22 Gauge Nadel aspiriert. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 10 Minuten bei 

4 °C auf demselben Schüttler wurden 30 µl des Lysates entnommen, in ein neues 

Reaktionsgefäß der Marke Eppendorf transferiert und dort mit 30 µl Urea-Lyse-Puffer auf 

einem Vortex-Mischer durchmengt, um die Denaturierung aller Proteine und die Auflösung 

eventueller Aggregate sicher zu stellen („Gesamtprotein“). Nach einer Inkubationszeit von 

15 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte das Einfrieren durch flüssigen Stickstoff und die 

Lagerung bei -72 °C. 

Zur Differenzierung zwischen löslichem und unlöslichem Protein wurden die 

verbleibenden 570 µl des Lysates bei 20.000 rcf und 4 °C für die Dauer von 15 Minuten 

zentrifugiert, wodurch eine Ansammlung des unlöslichen Proteinanteils am Boden des 

Röhrchens erreicht wird. 

Der mit löslichem Protein angereicherte Überstand wurde abpipettiert, in ein neues 

Röhrchen transferiert („lösliches Protein“), eingefroren und bei -72 °C gelagert. 

Das verbleibende Protein-Pellet („unlösliches Protein“) wurde wie das „Gesamtprotein“ mit 

Urea-Puffer vermengt, gemischt und nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei 

Raumtemperatur ebenfalls eingefroren und bei -72 °C gelagert. 

 

2.6 Messung der Zelldifferenzierung  

Die Differenzierung von N2a Zellen zeigt sich nicht nur durch eine Veränderung des 

Proteoms, sondern auch morphologisch durch die Abflachung des Zellkörpers und die 

Ausbildung von Axonen und Dendriten.217,222 

Um die morphologische Komponente der Differenzierung zu erfassen und die Zellen der 

verschiedenen experimentellen Gruppen diesbezüglich miteinander zu vergleichen, wurde 

eine unspezifische Proteinfärbung mittels Coomassie Brilliant Blue R-250 durchgeführt. 

Durch dieses Reagenz werden die Zellen in ihrer Gänze inklusive der Zellfortsätze intensiv 

blau eingefärbt, was den Kontrast im Vergleich zur Unterlage der Zellkulturplatte deutlich 
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erhöht. Hierdurch wird es ermöglicht, unter dem Mikroskop besser differenzierte Zellen 

(mit vielen und langen Ausläufern) von schlechter differenzierten Zellen zu unterscheiden 

sowie die Interkonnektivität der Zellen zueinander zu bestimmen. 

Eine weitere Methode, um den Differenzierungsgrad zwischen verschiedenen 

Zellpopulationen zu ermitteln, besteht darin, neuronenspezifische Markerproteine 

nachzuweisen, welche in der neuronalen Differenzierung eine wichtige Rolle spielen, und 

anschließend den Grad der Exprimierung zwischen den Zellpopulationen zu vergleichen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden hierfür zwei verschiedene neuronale Proteine 

ausgewählt: Klasse III- β-Tubulin und die schwere Kette des Neurofilaments. Als 

Nachweismethode diente die immunzytochemische Färbung dieser Proteine mittels 

Antikörpern. 

 

2.6.1 Aussaat und Inkubation 

Hierzu wurden zunächst 8000 Zellen pro Well in Mikrotiterplatten mit je 24 Wells ausgesät  

Nach der Inkubationszeit von drei Tagen wurde die Seneszenzinduktion und folgende 

Inkubation wie im Abschnitt 2.4 beschrieben durchgeführt, wobei pro Well 512 µl des 

Medium-LBH bzw. Medium-DMSO- Gemisches verwendet wurden. Um eine 

Austrocknung der Wells zu verhindern, wurden diese mittels wasserundurchlässiger 

Klebefolien abgedeckt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. 

 

2.6.2 Fixierung und Färbung mit Coomassie 

Die Fixierung und Färbung der Zellen erfolgte am Tag 10 nach Seneszenzinduktion. 

Hierzu wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und durch 600 µl eines -20 °C kalten 

Methanol-PBS-Gemisches (90 % Methanol, 10% PBS v/v) ersetzt. 

Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei -20 °C wurde die Fixationslösung entfernt 

und eine Färbung mit einminütiger Inkubationszeit bei Zimmertemperatur vorgenommen.  

Als Färbemittel dienten pro Well 500 µl Coomassie Brilliant Blue Lösung 

(Zusammensetzung siehe Tabelle 5  im Abschnitt 2.1). 

Anschließend wurde das überschüssige Färbemittel abpipettiert und die Wells einmal mit 

500µl PBS und drei Mal mit 500µl H2O gewaschen.229,230 

 

2.6.3 Auswertung der Coomassie gefärbten Zellen 

Um eine verblindete Auswertung zu ermöglichen, wurde die Beschriftung der 

Mikrotiterplatten durch eine am Experiment unbeteiligte Institutskollegin abgeklebt und 

mit zufällig ausgewählten italienischen Substantiven neu benannt, sodass nicht mehr 

erkennbar war, welche Platte welchen Temperaturbedingungen ausgesetzt war.  

Zur Auswertung wurde das Leica Mikroskop Leica DMIL LED Fluo mit einer 20-fachen 

Vergrößerung verwendet. Mit Hilfe der Mikroskopkamera vom Typ Leica ICC50 HD und 

dem zugehörigen Computerprogramm Leica Application Suite Version 3.0.0 wurden von 4 

Wells pro Temperaturregime jeweils 5 Fotografien im TIFF-Format (Abmessungen 2048 x 
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1536 Pixel, 24 bpp, 96 dpi) an definierten Orten (12, 2, 4, 8 und 10 „Uhr“) angefertigt. 

Die detaillierte Auswertung des Bildmaterials erfolgte dann händisch mit Hilfe des „Cell 

Counter“ - Plugins des Programms ImageJ (Version 1.51r). Mit Hilfe dieses Plugins können 

farbliche Markierungen in Fotos angebracht werden. Während die Entscheidung über das 

Anbringen einer Markierung bei der Benutzerin / beim Benutzer liegt, zählt das Programm 

automatisch die Anzahl der vorgenommenen Markierungen und erlaubt so eine 

vereinfachte Quantifizierung. In drei unabhängigen Experimenten wurden auf diese Weise 

insgesamt 6832 Zellen (im Mittel ca. 82 Zellen pro angefertigtem Foto bei 30 Fotos pro 

experimenteller Bedingung) auf ihren makroskopischen Differenzierungsgrad hin 

untersucht. 

Die Operationalisierung der Differenzierung wurde folgendermaßen vorgenommen:  

– Anzahl der Zellen mit Zellausläufern, welche die Länge des zugehörigen Zellkörpers 

überschreiten 

– Anzahl der Zellen, die mit ihren Zellausläufern Verbindungen zu anderen Zellen 

eingehen 

 

 

Abbildung 9: Dies ist ein beispielhafter Bildausschnitt, welcher die angefärbten Zellen und ihre 

Klassifizierung zeigt. „N>S“: Neuriten größer als Soma, „N<S“: Neuriten kleiner als Soma, "K": 

Konnektivität zu anderen Zellen vorhanden, "nK": Keine Konnektivität zu anderen Zellen 

vorhanden, „A“: Artefakt. Repräsentativ ausgewählter Ausschnitt aus einem Bild mit 10-facher 

Vergrößerung. Maßstabsbalken: 50µm 
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Die Anzahl dieser so als „differenziert“ operationalisierten Zellen wurde in Beziehung 

gesetzt zur Gesamtzahl der auf einer Fotografie abgebildeten Zellen. 

Erst nach dieser Analyse wurden die Klebeetiketten entfernt, um eine Zuordnung der 

Platten zu den verschiedenen experimentellen Bedingungen zu ermöglichen. 

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Graphpad Prism, Version 8.4.3. 

Zunächst wurde eine Analyse auf Ausreißer vorgenommen. Während das Programm in der 

Untersuchung Neuriten > Soma keine Ausreißer feststellte, wurden bei der Untersuchung 

der Daten zur Konnektivität unter 20 Datenpunkten drei Ausreißer in der Gruppe konstant-

34 °C erkannt und entfernt. Außerdem wurden händisch 6 Datenpunkte der Gruppe 

zyklisch entfernt, da es in einem Experiment zu einer Fehlverteilung von Zellen in 2 Wells 

kam. 

Daraufhin erfolgte die Analyse auf eine Normalverteilung der Daten. Hierbei zeigte sich im 

Kolmogorov-Smirnov-Test, dass aller Wahrscheinlichkeit nach (p > 0.05) eine 

Normalverteilung der Daten vorliegt.   

Ebenso zeigten sich weder im Prown-Forythe-Test noch im Barlett’s Test eine signifikante 

Abweichung der jeweiligen Standardabweichungen voneinander. Anschließend wurde zur 

Analyse der Daten ein One-way-ANOVA durchgeführt und die Ergebnisse grafisch 

dargestellt. Darüber hinaus wurde eine „multiple comparisons“-Testung vorgenommen, 

um die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den drei 

Temperaturbedingungen zu eruieren.  

 

2.6.4 Grundlagen der Messung der Exprimierung neuronenspezifischer Proteine 
mittels Immunofluoreszenzfärbung 

Um eine Färbung der Zellen vorzunehmen, werden diese zunächst mit einer 

Formaldehydlösung fixiert und anschließend die Zellmembran mit einem Tensid (hier 

Triton-X-100) durchlässig gemacht. Dies ermöglichte die Einbringung der später 

hinzugegebenen primären Antikörper in die Zelle. Diese Immunglobuline binden 

hochspezifisch an die jeweiligen Proteine (in diesem Fall an das Klasse III β-Tubulin und 

die schwere Kette des Neurofilaments). 

Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen wurde vor der Antikörperinkubation ein 

Blockpuffer hinzugegeben, welcher Rinderalbumin enthält und so die unspezifische 

Bindung der Primärantikörper an andere als die nachzuweisenden Proteine verhindert. 

In einem nächsten Schritt wurde ein Sekundärantikörper (hier CF-488A), welcher an die Fc-

Fragmente der Primärantikörper bindet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert ist, 

zu den Zellen gegeben. Unter einem Fluoreszenzmikroskop zeigte dann der 

Fluoreszenzfarbstoff mit seiner Lichtemission die Lokalisation der Sekundärantikörper an, 

welche an die Primärantikörper gebunden waren, welche wiederum zuvor eine spezifische 

Bindung an die jeweiligen nachzuweisenden Proteine eingegangen sind. Außerdem wurde 

noch ein Färbemittel für DNA („DAPI“ - 4′,6-Diamidin-2-phenylindol), hinzugegeben. Dies 

erleichtert die Unterscheidung der einzelnen Zellen, da durch DAPI vor allem der Zellkern 

intensiv angefärbt wird. 
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2.6.5 Klasse III β-Tubulin und Schwere Kette des Neurofilaments 

Neben Aktin- und Neurofilamenten sind die durch unterschiedliche Gene kodierten 

Proteine der Tubulin-Gruppe von größter Bedeutung für den Aufbau und die 

Aufrechterhaltung von Mikrotubuli und damit des Zytoskeletts. Dies gilt für alle 

eukaryotischen Zellen, insbesondere aber für Nervenzellen, da diese lange Fortsätze 

ausbilden und daher den Transport von Zellorganellen, Proteinen, Nukleinsäuren etc. 

entlang der Mikrotubuli über weite Strecken innerhalb der Zelle gewährleisten müssen.231 

Eine Schlüsselrolle im neuronalen Zytoskelett scheint dabei das Klasse III β-Tubulin 

einzunehmen, das fast exklusiv in Neuronen exprimiert wird 232 und dessen erhöhtes 

Vorkommen in Neuroblastomzellen mit neuronaler Differenzierung assoziiert ist. 233 

Auch Intermediärfilamente nehmen wichtige Funktionen innerhalb von Nervenzellen wahr. 

Von ihnen bilden die Neurofilamente, welche wiederum nach dem Molekulargewicht in 

leichte, mittelschwere und schwere Ketten eingeteilt werden, die größte Gruppe. Sie sind 

am Aufbau des axonalen Zytoskeletts beteiligt und ermöglichen so unter anderem die für 

die Differenzierung notwendige Bildung und Wegfindung von Axonen.  

Organisationsdefizite der Neurofilamente konnten mit neurodegenerativen Erkrankungen 

wie Alzheimer und ALS assoziiert werden.234 

Aufgrund des spezifischen Vorkommens der oben genannten Proteine in Neuronen sowie 

ihrer wichtigen Rolle bei der Differenzierung von Nervenzellen, bot sich die Färbung dieser 

Proteine mittels Immunfluoreszenzfarbstoffen an, um den zellulären Differenzierungsgrad 

der N2a-Zellen, welcher unter den verschiedenen Temperaturbedingungen erreicht wurde, 

zu erfassen und vergleichbar zu machen. 

Hierfür wurden die Primärantikörper „Monoclonal Anti-Neurofilament 200, clone N52, 

Catalog Number N0142“ sowie „Monoclonal Anti-β-Tubulin III Clone 2G10, Catalog 

Number T8578“ und der Sekundärantikörper „Antibody-CF 488A Conjugates“ der Firma 

Sigma-Aldrich verwendet.  

 

2.6.6 Fixierung und Immunfluoreszenzfärbung  

Die Aussaat, Seneszenzinduktion und Inkubation der Zellen erfolgten wie in den 

Abschnitten 2.3 und 2.4 beschrieben, weshalb an dieser Stelle auf eine Wiederholung der 

Beschreibung verzichtet wird. 

Zur Fixierung der Zellen wurde Paraformaldehyd verwendet. Dieses wurde vorbereitend 

in einem Mischverhältnis von 4 % (m/v) in 60 °C heißem PBS aufgelöst. Nach dem Abkühlen 

der Lösung auf Zimmertemperatur wurde der pH mit NaOH auf 7,4 titriert, bevor die 

Lösung durch einen 50µm Filter filtriert wurde.  Die Lagerung erfolgte anschließend bei -

20 °C.  Zur Durchführung der Experimente wurde die Paraformaldehyd-Lösung bei 56 °C 

aufgetaut und anschließend auf 4 °C abgekühlt. 

Zur Fixierung wurden die Zellen mit 500 µl 4 °C kalten Paraformaldehyd-PBS-Gemisch pro 

Well auf einem Laborschüttler inkubiert. Nach der Entfernung des Paraformaldehyds 

wurde jeder Well zweimal mit 500 µl PBS gewaschen. 

Um die Zellwände für die Antikörper permeabel zu machen, wurden anschließend die 



 

44 

 

Zellen bei Zimmertemperatur mit 500 µl/Well einer 0,3-prozentigen (v/v) Triton-X-100 in 

PBS - Lösung inkubiert. An einen erneuten Waschschritt mit 500 µl PBS, schloss sich dann 

die fünfzehnminütige Inkubation mit einer 5% Rinderserumalbumin-Lösung (BSA) in PBS 

(m/v) an. Ziel dieser Behandlung ist die Blockade unspezifischer Bindungsstellen und damit 

die Erhöhung der Sensitivität der Färbung. Nach einem weiteren Waschschritt mit 500µl 

PBS, erfolgte die Inkubation mit den Primärantikörpern. Hierfür wurden die jeweiligen 

Antikörper im Verhältnis 1:1000 mit einer 1% BSA (m/v), 0,3% Triton-X-100 (v/v) in PBS-

Lösung vermengt und 200 µl/Well davon zu den Zellen gegeben. Die Inkubation mit den 

Primärantikörpern erfolgte über Nacht bei 4% auf einem Laborschüttler. Pro Platte wurden 

je vier Wells mit dem Antikörper gegen das Klasse III β-Tubulin beziehungsweise gegen die 

schwere Neurofilamentkette inkubiert. 

Am nächsten Morgen wurde die Primärantikörperlösung entfernt und die Wells dreimal 

mit 500µl PBS gewaschen, wobei jeweils eine Inkubationszeit von 5 Minuten eingehalten 

wurde. 

Daraufhin erfolgte die zweistündige Inkubation der Zellen bei Raumtemperatur auf einem 

Laborrüttler mit 200µl/Well einer im Verhältnis 1:5000 verdünnten Lösung des 

Sekundärantikörpers CF-488A in einer 1% BSA(m/v), 0,3 % Triton-X-100 in PBS- Lösung. 

Daraufhin wurde die Sekundärantikörperlösung entfernt und die Wells dreimal mit 500µl 

PBS gewaschen, wobei jeweils eine Inkubationszeit von 5 Minuten eingehalten wurde. 

Anschließend erfolgte die Färbung der Zellkern-DNA mittels DAPI. Hierzu wurde die 

5mg/ml-Lösung im Verhältnis 1:10.000 mit PBS gemischt und 200 µl dieser Lösung pro Well 

für eine Minute zu den Zellen gegeben. 

Nach einem letzten Waschschritt mit PBS für 5 Minuten auf einem Laborschüttler wurde 

das PBS aus den Wells entfernt und diese über Nacht ausgetrocknet. 

Um die längerfristige Lagerung der so präparierten Zellen zu ermöglichen und den 

Brechungsindex zu optimieren, wurde in einem letzten Arbeitsschritt ein Tropfen 

VectaShield- Mounting medium zu den fixierten Zellen gegeben und diese mit einem 

Deckglas bedeckt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. 

 

2.6.7 Generierung der Bilder und Auswertung 

Die Zellen wurden - nach Verblindung der Platten durch eine Laborkollegin - an einem 

Fluoreszenzmikroskop vom Typ Zeiss Observer Z1 betrachtet und mit Hilfe der Software 

Zeiss ZEN Imaging Software zwei Fotos pro Well angefertigt. 

Anschließend wurden pro experimenteller Bedingung (Konstant 37 °C, Konstant 34 °C, 

Zyklisch 34/37 °C) und angefärbtem Protein zwei Bilder von zwei unabhängigen 

Beobachtern betrachtet und - da eine derartige Fluoreszenzfärbung einen semiquantitativen 

Test darstellt – auf einen visuell fassbaren Unterschied bei einer der (immer noch verblindet 

betrachteten) Bedingungen hin überprüft.  Da hierbei keinerlei Unterschiede festzustellen 

waren, wurde auf eine quantitative Auswertung wie etwa die Anzahl gefärbter Zellen und 

Zellausläufer verzichtet 
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2.7 Messung der Überlebensfähigkeit der Zellen 

Obgleich die Definition von Leben bis heute umstritten bleibt 235, wird doch gemeinhin 

anerkannt, dass der Stoffwechsel, also die „Gesamtheit der biochemischen Vorgänge in 

einem lebenden Organismus, bei denen dieser zur Aufrechterhaltung seiner Funktionen 

Stoffe aufnimmt, chemisch umsetzt und abbaut“ 236, für alle Lebewesen eine zentrale Rolle 

spielt.237 

Daher liegt es nahe, die Funktionsfähigkeit und Viabilität von Zellen unter verschiedenen 

experimentellen Bedingungen mit Hilfe von metabolischen Parametern zu bestimmen. In 

dieser Arbeit wurde für die Quantifizierung der Überlebensfähigkeit der Zellen die 

Fähigkeit zur Verstoffwechselung von Substraten durch zelleigene Enzyme verwendet, 

wobei die Substrate nach Verstoffwechselung zur Lichtemission fähig sind, welche mittels 

eines Luminometers gemessen werden kann. 

 

2.7.1 Messung der Überlebensfähigkeit mittels des MultiTox-Fluor Multiplex 
Cytotoxicity Assays und des MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assays 

Die in diesem Abschnitt genannten Aussagen beziehen sich auf die Angaben des Herstellers 

Promega zu den beiden Assays.238,239 

Beide Multitox-Assays basieren auf der Zugabe spezieller Substrate zu den zu 

untersuchenden Zellen, die von verschiedenen Proteasen im Zellinneren verstoffwechselt 

werden und danach entweder fluoreszierende Eigenschaften aufweisen (Multitox-Fluor-

Assay) oder fluoreszierende und lumineszente Eigenschaften aufweisen (Multitox-Glo-

Assay).  Durch metabolisch aktive Zellen wird das Substrat so modifiziert, dass es zu einer 

fluoreszenten Anregbarkeit bzw. einer Lichtemission kommt, wobei die Menge des 

emittierten Lichts von der Menge des verstoffwechselten Substrats abhängt. Hierdurch soll 

eine Analyse des Verhältnisses zwischen lebenden und toten Zellen gewährleistet werden. 

Um die Messung der relativen Zahl lebender Zellen zu ermöglichen, wird bei beiden Assays 

das Substrat „GF-AFC Substrate“ verwendet. GF-AFC (Glycylphenylalanyl-

aminofluorocoumarin) ist ein mit dem Farbstoff AFC fusioniertes Dipeptid, welches keine 

zytotoxischen Eigenschaften aufweisen soll. Den Herstellerangaben zufolge kommt es bei 

lebenden Zellen zu einer Diffusion des GF-AFC ins Innere der Zelle. Dort wird das Substrat 

dann durch eine Protease verstoffwechselt, die nur in lebenden Zellen aktiv ist.  Hierdurch 

kommt es zu einer Anregbarkeit des veränderten Substrats bei einer Wellenlänge von 390 

nm und einer Emission von Licht mit einer Wellenlänge von 515 nm.  In toten Zellen kommt 

es - mangels Proteasenaktivität - zu keiner Anregbarkeit und ergo zu keiner Lichtemission. 

Beim zweiten Substrat, welches die Messung der relativen Zahl toter Zellen ermöglichen 

soll, unterscheiden sich die beiden Assays. 

Für den Multitox-Fluor-Assay wird „bis-AAF-R110 Substrate“ (bis-Alanyl-Alanyl-

Phenylalanyl-Rhodamine 110) verwendet. Dieses Oligopeptid mit gebundenem Rhodamin 

110-Farbstoff kann Zellwände nicht durchdringen und wird durch eine Protease gespalten, 

welche durch lysierte Zellen freigesetzt wird. Durch die Abspaltung von Rhodamin 110 

wird das Substrat anregbar bei einer Wellenlänge von 485 nm und emittiert dann Licht mit 
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einer Wellenlänge von 540 nm. Mit dem Multitox-Fuor-Assay lässt sich demnach durch die 

unterschiedlichen Verstoffwechselungsprozesse und Anregbarkeiten das Verhältnis 

lebender zu toter Zellen quantifizieren. 

Beim Multitox-Glo-Assay wird zur Messung der lebenden Zellen ebenfalls GF-AFC 

verwendet. Zur Messung der Zytotoxizität dient das Substrat „AAF-

Aminoluciferin“ (Alanyl-Alanyl-Phenylalanyl-Aminoluciferin), welches ein Aminoluciferin 

enthält, das an ein Tripeptid gebunden ist. AAF-Aminolucierin kann ebenfalls Zellwände 

nicht durchdringen und wird daher erst bei einer Zerstörung der Zellintegrität 

verstoffwechselt. Den Herstellerangaben zufolge emittiert das Substrat nach Abspaltung 

des Luciferins durch die ebenso hinzugegebene „Ultra-Glo Recombinant Luciferase“ Licht, 

welches durch ein Luminometer gemessen werden kann. 

Bei der gleichzeitigen Zugabe beider Substrate (GF-AFC und AAF-Aminoluciferin) soll 

durch die Messung der Lichtemissionen eine Quantifizierung der relativen Zahlen 

lebendiger und toter Zellen ermöglicht werden. 

 

2.7.1.1 Bestimmung der Sensitivität des MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assays und 
des MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assays 

Zur Bestimmung der Assaysensitivität wurde in 96 well-Platten eine Aussaat von 300, 600, 

1.250, 2.500, 5.000 und 10.000 Zellen vorgenommen. Anschließend wurde die Hälfte der 

Zellen Digitonin ausgesetzt. Digitonin wird vielfach zur Lysierung von Zellmembranen 

eingesetzt 240,241 und führt zum Austreten jener Proteasen, deren Aktivität mit den Multitox 

Assays gemessen wird.  

Daher wurden die mit Digitonin behandelten Zellen anschließend -wie in der 

Gebrauchsanweisung des Herstellers empfohlen - mit den jeweiligen Assay-Reagenzien 

versehen. Nach einer Inkubationszeit von 30-60 Minuten wurde die Fluoreszenz und 

Lumineszenz mittels eines Luminometers vom Typ Mithras LB 940 der Firma Berthold 

Technologies gemessen. Die für die Fluoreszenzmessung verwendeten Wellenlängen sind 

bereits im Abschnitt 2.7.1 aufgeführt. 

 

2.7.2 Messung der Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit mittels Promega 
RealTime-Glo 

Zur Messung der Überlebensfähigkeit der Zellen wurde außerdem der RealTime-Glo™ MT 

Cell Viability Assay verwendet. 

Dieser setzt sich zusammen aus der NanoLuc™ Luziferase (im Folgenden 

„Luziferase“ genannt) sowie dem MT Cell Viability Substrate (im Folgenden 

„Prosubstrat“ genannt). Die Funktionsweise des Assays besteht darin, dass das Prosubstrat 

im Auslieferungszustand nicht mit der Luziferase reagiert. Erst wenn zuvor in einer 

metabolisch aktiven Zelle eine Reduktion des Prosubstrats zum Substrat stattgefunden hat, 

kann letzteres mit der Luziferase reagieren und so zur Emission von Licht führen. 242 

Daher korreliert die Menge an emittiertem Licht mit der Menge an metabolisch aktiven – 

und daher lebendigen – Zellen. 
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Der Vorteil dieses Assays gegenüber anderen, wie etwa dem MTT Tetrazolium Assay, 

besteht in der Non-Toxizität der verwendeten Reagenzien. So kann eine kontinuierliche, 

über mehrere Tage reichende, Echtzeitmessung der Metabolisierungsfähigkeit der Zellen 

erfolgen, sofern durch regelmäßige Medium- und Assaywechsel eine ausreichende 

Versorgung mit Nährstoffen, Substrat und Luziferase gewährleistet ist. 242 

 

2.7.2.1 Bestimmung der Assay-Linearität in Abhängigkeit der Zellzahl 

Aufgrund der unterschiedlichen metabolischen Aktivität unterschiedlicher Zelltypen, ist es 

notwendig, vor der Verwendung des Realtime-Glo™-Assays die Linearität des Lichtsignals 

bei unterschiedlicher Zelldichte zu ermitteln. Dies erlaubt Rückschlüsse auf die optimale 

Zellzahl pro Well für das weitere experimentelle Vorgeh 

Hierfür wurde in einer weiß-opaken 96 Well Platte eine Zellverdünnungsreihe durchgeführt 

und gemeinsam mit 80µl DMEM-GlutaMax Vollmedium in je 5 Wells 20.000, 10.000, 5.000, 

2,500, 1250 und 0 Zellen (Kontrolle) ausgesät. 

Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen wurde das Medium entfernt, und durch 80µl des 

DMEM-F12-Mediums mit 0,5% FCS ersetzt. Darüber hinaus wurden 20µl des DMEM-F12-

Mediums mit der vom Hersteller empfohlenen Menge an Luziferase und Substrat in jeden 

Well pipettiert, sodass letztlich, wie vom Hersteller empfohlen, pro Well 100µl DMEM-F12-

Medium mit einer 1X Konzentration des Reagenzes durchmischt waren. 

Nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 37 °C und 5 % CO2 wurde die Lichtemission 

aus den einzelnen Wells für die Dauer von 21,5 Stunden gemessen. 

 

2.7.2.2 Bestimmung der optimalen Zelldichte seneszenter Zellen 

Um aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, war es außerdem notwendig, die Anzahl der 

auszusäenden Zellen nicht nur von der Assay-Linearität, sondern zugleich von der 

Zelldichte im einzelnen Well abhängig zu machen, unter anderem, da der 

Differenzierungsgrad der Zellen davon abhängt. 

Entsprechend wurden wie beschrieben in je 5 Wells 20.000, 10.000, 5.000, 2,500, 1250 bzw. 0 

Zellen (Kontrolle) ausgesät, wobei in diesem Fall schwarze 96-Well-Platten mit 

durchsichtigem Boden verwendet wurden, um die mikroskopische Kontrolle der Zelldichte 

zu ermöglichen. 

Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen wurde das DMEM-Glutamax-Vollmedium 

entfernt, und durch 200µl DMEM-F12-Medium mit 0,5% FCS ersetzt, welches außerdem zur 

Seneszenzinduktion 28,13 nM LBH-589 in DMSO bzw. DMSO enthielt. 

Diese Platte wurde für 10 Tage bei 37°C inkubiert. An den Tagen 2, 7 und 10 nach 

Seneszenzinduktion wurde die Dichte und Morphologie der Zellen bestimmt, um die 

optimale Aussäkonzentration zu ermitteln. 
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2.7.2.3 Messung der Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit der Zellen unter den 
unterschiedlichen Temperaturregimes 

Sowohl aus den Untersuchungen zur Assay-Linearität wie auch aus jenen zur Zelldichte, 

ergab sich eine optimale Zahl von etwa 2.500 auszusäenden Zellen pro Well in opaken 96  

Well Platten mit einer Wachstumsfläche der Böden von 0,34 cm².243 Da es im Verlauf der 

ersten Experimente zu Schwierigkeiten im Wachstumsverhalten der Zellen kam, welche 

sich mikroskopisch wegen der undurchsichtigen Böden nicht beurteilen ließen, wurden für 

die hier weiter ausgeführten Experimente sogenannte half-area-plates mit einer 

Wachstumsfläche der durchsichtigen Böden von 0,16 cm² pro Well 244 verwendet. 

Um in etwa die gleiche Zelldichte zu gewährleisten, wurden entsprechend für die hier 

dargestellten Experimente zur Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit 1000 Zellen/ 

Well ausgesät. 

Nach dem Aussäen der Zellen in drei half area plates mit DMEM-Vollmedium + GlutaMax, 

erfolgte die Seneszenzinduktion wie beschrieben mit DMEM-F12-Medium mit 0,5% FCS + 

LBH-589/ DMSO. Anschließend wurden die drei Platten den unterschiedlichen 

Temperaturbedingungen ausgesetzt. 

Die Messung der Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit der Zellen erfolgte ab Tag 4 

nach Seneszenzinduktion. Hierzu wurde wie bereits unter 2.7 beschrieben, die Realtime-

Glo-Reagenzien in 1X-Konzentration zu frischem DMEM-F12-Medium mit 0,5% FCS + 

LBH-589 / DMSO hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 37 °C, 5% 

CO2 erfolgte die Lumineszenzmessung in einem Mithras LB940 Multitechnologie 

Mikroplattenleser der Firma Berthold Technologies.  Weitere Messungen der Lumineszenz 

erfolgten an Tag 5, 6, 7 und 8 nach Senesezenzinduktion. An Tag 8 wurde zunächst die 

Lumineszenz gemessen, bevor ein erneuter Medium- und Reagenzwechsel wie eben 

beschrieben durchgeführt wurde. Dann erfolgte eine weitere Messung an Tag 8 sowie an 

den Tagen 9, 10 und 11 nach Seneszenzinduktion.  

Dieses Experiment wurde insgesamt dreimal durchgeführt, die statistische Auswertung 

erfolgte mittels eines 2way-ANOVA und Tukeys multiple comparisons Tests. 

 

2.8 Messung der Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit unter 
Bedingungen oxidativen Stresses 

Aufgrund der bereits erläuterten hohen Relevanz von oxidativem Stress für die Genese 

unterschiedlicher neurodegenerativer Erkrankungen und der wichtigen Funktion 

circadianer Steuerungsfaktoren beim zellulären Umgang mit Sauerstoffradikalen schien es 

angebracht, die Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit nicht nur im Allgemeinen, 

sondern insbesondere unter den Bedingungen oxidativen Stresses zu untersuchen.  

Zur Induktion von oxidativem Stress wurde Wasserstoffperoxid (H2O2) verwendet. 

Wasserstoffperoxid gilt als zentraler Metabolit im Redox-Stoffwechsel von Säugetierzellen 

und dient dort in niedrigen Konzentrationen bis etwa 10 nM als wichtiges Signalmolekül, 

während es in höheren Konzentrationen von über 100 nM zu zellulären Schäden und 

oxidativem Stress führt. 245,246 

Zur Untersuchung der Auswirkungen von hohen Konzentrationen Wasserstoffperoxids auf 
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seneszente Neuroblastomzellen wurden 1000 Zellen/ Well ausgesät. Im Anschluss an eine 

Inkubationszeit von drei Tagen erfolgte die Seneszenzinduktion und die Zuteilung zu den 

unterschiedlichen experimentellen Bedingungen. Der Wechsel des Mediums erfolgte alle 3-

4 Tage ohne Zugabe der Realtime-Glo™ Reagenzien. Erst am Tag 10 nach 

Seneszenzinduktion wurden die Realtime-Glo™ Reagenzien wie oben beschrieben zu den 

Zellen gegeben und die erste Messung der emittierten Lichtmenge durchgeführt. 

Unmittelbar im Anschluss daran wurden die seneszenten Zellen dem H2O2 in 

Endkonzentrationen von 0 µM (nur Wasser als Kontrolle), 100 µM, 200 µM bzw. 300 µM 

ausgesetzt, bevor die erneute Inkubation in den verschiedenen Temperaturregimes erfolgte.  

20 Stunden nach Zugabe des Wasserstoffperoxids erfolgte eine erneute Messung der 

Lumineszenz. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels eines 2way ANOVA 

und einem Tukey’s multiple comparisons test. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Messung der Zelldifferenzierung  

3.1.1 Vergleich der Neuritenausbildung und Zellkonnektivität mittels Coomassie-
Färbung 

In diesem Experiment wurden die Zellen inklusive der Zellfortsätze blau angefärbt, um die 

Differenzierung der Zellen der verschiedenen Bedingungen (in Bezug auf 

Neuritenausbildung und Konnektivität untereinander) zu untersuchen. Zur 

Operationalisierung der Zelldifferenzierung wurde bestimmt, wie groß in jeder 

experimentellen Bedingung der Anteil jener Zellen ist, welche Neuriten (Dendriten und 

Axone) ausbildeten, die länger sind als der Durchmesser des jeweiligen Zellkörpers.  

Bei jenen Zellen, auf die die o.g. Bedingung zutraf, wurde außerdem der Anteil der Zellen 

mit Konnektivität untereinander bestimmt. 

 

 

Abbildung 10: Je ein Beispielbild zur Messung der Ausbildung von Neuriten und Konnektivität aus 
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jeder der drei Konditionen: konstant-37 (C37), konstant-34 (C34) und zyklisch (CY).  Die Zellen 

wurden nach Anfertigung der Bilder klassifiziert nach Neuritenlänge größer/kleiner als 

Somadurchmesser und nach der Konnektivität zu anderen Zellen. Vergrößerung: 10-fach, 

Maßstabsbalken: 50µm 

 

Es konnte gezeigt werden, dass in allen drei experimentellen Bedingungen die Mehrheit der 

Zellen Neuriten ausbildet, wodurch weiter bestätigt wird, dass die Seneszenzbehandlung 

der Zellen mit erniedrigtem Serumgehalt, LBH und 10-tägiger Alterung visuell zur 

Ausbildung eines neuronalen Phänotyps führt. 

Für die statistische Analyse wurden 6 Ausreißer aus der zyklischen Gruppe und 3 Ausreißer 

aus der konstant-34°C- Gruppe entfernt, da die jeweiligen Fotos zu wenig Zellen zur 

Analyse aufwiesen, bzw. aufgrund des Artefaktreichtums (z.B. durch Farbstoffreste) eine 

solide Analyse verhinderten. 

So hatten bei den Zellen, die konstant 37 °C ausgesetzt waren, im Durchschnitt 73,97 % der 

Zellen (95% KI: 70,69- 77,24%) Neuriten, die länger waren als der Durchschnitt des Somas, 

während dies bei den konstant-34°C-Zellen auf 84,67% (95% KI: 81,89 – 87,44%) und bei den 

zyklischen Bedingungen ausgesetzten Zellen auf 83,88% (95% KI: 80,61 – 87,14%) der Zellen 

zutraf. 

Unter diesen Zellen ist der Anteil an Zellen mit Konnektivität zu anderen Zellen hoch. So 

hatten bei den Zellen, die konstant 37 °C ausgesetzt waren, im Durchschnitt 93,60% der 

Zellen (95% KI: 91,64 – 95,56%) Verbindungen zu anderen Zellen, während dies bei den 

konstant-34°C-Zellen auf 97,83 % (95% KI: 96,60 – 99,06%) und bei den zyklischen 

Bedingungen ausgesetzten Zellen auf 95,17% (95% KI: 93,63 – 96,71%) der Zellen zutraf. Der 

Kolmogorov-Smirnov-Test ergab eine Normalveteilung der Daten in allen drei Konditionen. 

Vergleicht man mittels one-way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test die 

Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Bedingungen hinsichtlich der Ausbildung 

langer Neuriten, so zeigt bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 ein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen der konstant-37 °C- und der konstant-34 °C-Gruppe 

(Mittlere Differnz  -10,70 %, 95% KI: -15,64 - -5,759%, p: < 0,0001). Zwischen konstant -37 

und zyklisch beträgt der signifikante Unterschied im Mittel -9,908 % (95%KI: -15,15 – -

4,667%, p: 0,0001) und zwischen konstant-34 °C und zyklisch statistisch nicht signifikante 

0,792% (95%KI: -4,449 – 6,03%, p: 0,285). 

Hinsichtlich der Unterschiede in der Zellkonnektivität fällt auf, dass sich wiederum die 

Zellen der konstant-37 °C - Gruppe von jenen der konstant-34 °C - Gruppe am stärksten und 

statistisch signifikant voneinander unterscheiden (MD -4,23%, 95%KI: -6,815 - -1,652, p: 

0,0005). Zwischen konstant-37 °C und zyklisch besteht kein signifikanter Unterschied (MD 

-1,567%, 95%KI: -4,305 – 1,172, p: 0,366). Ebenso wenig besteht bei der Konnektivität ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen der konstant-34 °C - Gruppe und der 

zyklischen Gruppe (MD 2,667%, 95%KI: -0,072 – 5,405, p: 0,058). 
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Abbildung 11: Dieser Graph zeigt den prozentualen Anteil jener Zellen, deren Neuritenlänge größer 

ist als der Somadurchmesser an der Gesamtzahl der Zellen, aufgeschlüsselt nach den drei 

experimentellen Temperaturbedingungen. Es wurden drei voneinander unabhängige Experimente 

durchgeführt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Zu sehen ist ein signifikant 

geringerer Anteil an Zellen mit langen Neuriten in der Konstant-37°C-Bedingung im Vergleich zu 

den anderen beiden Bedingungen. 
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Abbildung 12: Dieser Graph zeigt den prozentualen Anteil jener Zellen, die mit ihren Neuriten eine 

sichtbare Verbindung zu anderen Zellen eingegangen sind an der Gesamtzahl der Zellen, 

aufgeschlüsselt nach den drei experimentellen Temperaturbedingungen. Es wurden drei voneinander 

unabhängige Experimente durchgeführt. Mittelwerte mit Standardabweichung. Es zeigt sich eine 

signifikant bessere Konnektivität in den Zellen unter Konstant-34°C- Bedingungen im Vergleich zu 

den anderen beiden Temperaturbedingungen.  

 

3.1.2 Messung der Exprimierung neuronenspezifischer Proteine mittels 
Immunofluoreszenzfärbung 

In diesem Experiment wurde eine Immunfluoreszenzfärbung neuronenspezifischer 

Proteine (Schwere Kette des Neurofilaments sowie beta-III-Tubulin) vorgenommen, um 

einen Hinweis auf den Differenzierungsgrad der Zellen zu erlangen. Dazu wurden 

zunächst pro experimenteller Bedingung und angefärbtem Protein mit einem 

Fluoreszenzmikroskop 8 Bilder mit je ca. 15-25 abgebildeten Neuroblastomzellen 

angefertigt. Dabei zeigte sich, dass die Anfärbbarkeit der Neuriten mittels beta-III-Tubulin 

deutlich intensiver imponierte als mittels NFH. Die Neuritenanzahl und -Länge entsprach 

etwa jener in den mit Coomassie gefärbten Zellen (siehe Abschnitt 3.1.1). 

Die Auswertung der Bilder durch zwei unabhängige Betrachter unter Verblindung ergab, 

dass zwischen konstant-37 °C, konstant-34 °C und zyklisch-34/37 °C keine Unterschiede in 

der Anfärbungsintensität bestanden und daher von einer ähnlich starken Exprimierung der 

neuronenspezifischen Proteine Schwere Kette des Neurofilaments und Klasse III β-Tubulin 
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in den unterschiedlichen experimentellen Bedingungen ausgegangen werden muss. 

 

 

 

 

Abbildung 13: Beispielhafte Bilder zur Beurteilung der Exprimierung neuronenspezifischer Proteine 

unter den verschiedenen Temperaturbedingungen: In der linken Spalte wurde die Schwere Kette des 

Neurofilaments (NFH) angefärbt, rechts das beta-III-Tubulin. Diese Untersuchung erlaubt nur eine 

semiquantitative Auswertung. Bei der Begutachtung durch zwei verblindete Untersucher konnten 

keine Unterschiede in der Anfärbung neuronenspezfischer Proteine festgestellt werden.  

Vergrößerung jeweils 40-fach, Maßstabsbalken 50µm 
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3.2 Messung der Überlebensfähigkeit seneszenter Zellen 

3.2.1 Bestimmung der Sensitivität des MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assays 
und des MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assays 

In diesem Experiment sollte die Überlebensfähigkeit der Zellen über die Zeit hinweg durch 

die Zugabe verstoffwechselbarer Substrate mit konsekutiver fluoreszenter Anregbarkeit 

bzw. Lichtemission bestimmt werden. Trotz wiederholter Versuche konnte mit den 

MultiTox-Assays keine verlässliche Quantifizierung des Verhältnisses zwischen lebenden 

und toten Zellen erreicht werden. Dem MultiTox Fluor Assay zufolge zeigten die mit 

Digitonin behandelten Zellen im Vergleich zur mit Wasser behandelten Kontrollgruppe eine 

höhere Aktivität der Protease, die nur in lebenden Zellen vorkommen soll und gleichzeitig 

eine hohe Aktivität jener Protease, die zerstörte Zellen verlässlich anzeigen soll.  Im Fall des 

Multitox-Glo-Assays zeigte sich zwischen Digitonin- und Kontrollgruppe zwar ein 

deutlicher Unterschied bei der Anzeige der Zytotoxizität, jedoch keiner bei der Zellviabilität. 

Dieses Ergebnis trat konsistent bei Zellzahlen von 600 - 10.000 ausgesäten Zellen pro Well 

auf. Aufgrund der Implausibilität dieser Ergebnisse wurde auf eine weitere Analyse der 

Zytotoxizität bzw. Zellviabiliät mittels der MultiTox-Assays verzichtet.  

 

3.2.2 Bestimmung der Assay-Linearität des RealtimeGlo-Assays in Abhängigkeit der 
Zellzahl 

Wie bereits erwähnt beruht dieser Luiciferase-Assay auf dem Prinzip, dass nur metabolisch 

aktive (und damit lebendige) Zellen in der Lage sind, das zugegebene Prosubstrat so zu 

verstoffwechseln, dass es mit der Luciferase reagiert und es zu einer Lichtemission kommt. 

Aus dem Maß an Lichtemission (Lumineszenz) lässt sich daher auf die Anzahl lebendiger 

Zellen schließen. Zunächst wurde die Linearität des Assays in Bezug auf die 

Zellkonzentration bestimmt, um in der Folge valide Daten zur Überlebensfähigkeit der 

Zellen unter verschiedenen Bedingungen generieren zu können. Es zeigt sich, dass die 

Lichtemission bei allen untersuchten Zellkonzentrationen grundsätzlich den gleichen 

Verlauf nimmt, bei dem der Höhepunkt der Lumineszenz nach 2-5 Stunden erreicht ist und 

die Lichtemission anschließend langsam linear fällt. 

Ebenso zeigt sich, dass es zwar auch in Wells ohne Zellen zu einer Lichtemission kommt, 

dass diese sich jedoch quantitativ deutlich von der Emission in Wells mit Zellen 

unterscheidet. Darüber hinaus besteht ein deutlicher, linearer Zusammenhang zwischen 

der Anzahl der Zellen und der Lumineszenz.  Eine Ausnahme scheint hier die Lichtemission 

bei einer Zellzahl von 5000 Zellen pro Well zu sein, bei der es zu deutlich höheren 

Emissionen kommt als bei Zellkonzentrationen von 10.000 oder 20.000 Zellen pro Well. 
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Abbildung 14:  Vor der Durchführung der Experimente zur Metabolisierungs- bzw. 

Überlebensfähigkeitsmessung der Zellen mittels des Promega RealtimeGlo-Assays wurde die 

Linearität des Assays in Abhängigkeit von der Zellzahl überprüft. Hier dargestellt ist die 

Lumineszenz in Abhängigkeit von der Zellzahl (angegeben in „willkürlichen Einheiten“ bzw. 

„arbitrary units“ (AU)). Es zeigt sich - bis auf die außergewöhnlich hohe Lichtemission bei 5 Tsd. 

Zellen pro Well) ein linearer Zusammenhang (höhere Lichtemission mit steigender Zellzahl) und eine 

stabile Emission über die Zeit hinweg. Dies ist plausibel, da eine höhere Zellzahl in diesem Assay mit 

einer stärkeren Verstoffwechselung des Prosubstrats und daher zu mehr Reaktionsprodukten mit der 

Luciferase und infolgedessen zu einer höheren Lichtemission führt. 

 

3.2.3 Bestimmung der optimalen Zelldichte seneszenter Zellen 

Die mikroskopische Überprüfung der Zelldichte ergab eine optimale Zelldichte von 2500 

Zellen/Well bei der Aussaat. Bei dieser Dichte waren die Zellen weit genug voneinander 

entfernt, um eine Überlagerung (und damit spätere Auswertung) zu verhindern und nahe 

genug beieinander, um auch 10 Tage nach Seneszenzinduktion noch ausreichend lebende 

Zellen pro Well vorzufinden. Morphologisch zeigte sich bei dieser Konzentration eine 

Abflachung und Ausbildung von Dendriten und Axonen. 

 

3.2.4 Bestimmung der Metabolisierungs- / bzw. Überlebensfähigkeit mittels des 
RealtimeGlo Assays 

Zur Messung der Überlebensfähigkeit wurden drei unabhängige Experimente 

durchgeführt, in welchen mittels Promega RealtimeGlo die Metabolisierungsrate der Zellen 

über 11 Tage nach der Seneszenzinduktion hinweg gemessen wurde. 

Um das Ergebnis durch unterschiedliche Zelldichten in den einzelnen Wells nicht zu 

verzerren, wurden zur statistischen Auswertung die absoluten Werte der Lichtemission 
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vom ersten Tag der Messung (Tag 4 nach Seneszenzinduktion) auf 100% gesetzt 

(normalisiert) und die folgenden Lichtemissionswerte in Relation zum Wert am Tag 4 

gesetzt.  Die statistische Auswertung erfolgte schließlich mittels eines 2way ANOVA und 

einem Tukey’s multiple comparisons test zwischen den drei verschiedenen 

Temperaturbedingungen.  

Betrachtet man alle drei Experimente zusammengefasst, so zeigt sich, dass bei allen Zellen 

im Zeitverlauf ein Rückgang der Lichtemission auf 48 % - 65 % des Ausgangswertes zu 

verzeichnen war.  Es war insgesamt kein statistisch signifikanter Unterschied in der 

Überlebensfähigkeit zwischen den drei experimentellen Bedingungen feststellbar (siehe 

auch Abbildung 15). Die berechneten Zahlenwerte sind in Tabelle 2 beispielhaft für Tag 7 

und 11 angegeben. 

 

 

Abbildung 15:  Mittels des RealtimeGlo-Assays wurde die Lumineszenz (und damit die 

Überlebensfähigkeit) der gealterten Zellen bestimmt. Grafisch dargestellt ist das relative Überleben 7 

und 11 Tage nach Seneszenzinduktion unter verschiedenen Temperaturbedingungen in Bezug auf 

den Wert von Tag 4, welcher jeweils 100% entspricht. Dabei zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede in der basalen Überlebensfähigkeit der unter verschiedenen Temperaturbedingungen 

gehaltenen Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

58 

 

Tabelle 6: Statistische Auswertung der Überlebensfähigkeit (quantifiziert mittels dem Promega 

RealtimeGlo-Assay)  7 und 11 Tage nach Seneszenzinduktion 

Tukey's multiple 

comparisons test 

Mittlere 

Differenz 

95,00% KI 

der Differenz 

Korrigierter 

p-Wert 

    

Tag 7    
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C 0,1840 -0,6819 - 1,050 0,7079 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C 0,3375 -0,2711 - 0,9461 0,1633 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C 0,1535 -0,9046 - 1,212 0,7355 

 

Tag 11    
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C -0,1439 -1,0100 - 0,7223 0,7312 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,1665 -0,6124 - 0,2793 0,4057 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,02260 -0,8078 - 0,7626 0,9926 

 

3.3 Messung der Überlebensfähigkeit seneszenter Zellen unter Bedingungen 
oxidativen Stresses 

Zur Messung der Überlebensfähigkeit unter oxidativem Stress wurde 10 Tage nach 

Seneszenzinduktion und Inkubation unter den unterschiedlichen Temperaturbedingungen 

die Promega RealtimeGlo- Reagenz zu den Zellen gegeben. Im Anschluss daran wurde eine 

erste Messung der Lichtemission vorgenommen, um die basale Metabolisierungsrate zu 

ermitteln. Daraufhin wurde Wasserstoffperoxid (H2O2) in aufsteigender Konzentration zu 

den Zellen gegeben. Nach 20stündiger Inkubation unter den jeweiligen 

Temperaturbedingungen wurde eine erneute Messung der Lichtemission vorgenommen. 

Dieses Experiment wurde zweimal durchgeführt. Weitere Versuche der Wiederholung des 

Experiments scheiterten an einer ausgeprägten generellen Zunahme der Sterblichkeit der 

Zellen über alle Temperaturbedingungen hinweg, sodass bei den Folgeexperimenten keine 

statistische Auswertung vorgenommen werden konnte. Da die erhöhte Sterblichkeit auch 

bei jenen Zellen festgestellt wurde, die nicht mit Wasserstoffperoxid behandelt worden 

waren, wurde von einer generellen Viabilitätsreduktion ohne direkten Zusammenhang mit 

den Experimenten ausgegangen. 

Die statistische Auswertung erfolgte mittels eines 2way ANOVA und einem Tukey’s 

multiple comparisons test zwischen den drei verschiedenen Temperaturbedingungen. 

Diese Experimente zeigten übereinstimmend, dass kein signifikanter Unterschied in der 

Überlebensfähigkeit der Zellen besteht, wenn diese keinem (0 µM H2O2) oder zu starkem 

(300 µM H2O2) oxidativem Stress ausgesetzt sind.  Ohne oxidativen Stress beträgt die 

Lichtemission im Mittel zwischen 72 % und 84 % des Ausgangswertes vom Vortag. Nach 

der Zugabe von 300 µM H2O2 ist aufgrund des ausgedehnten Zelltodes keine über das 

Hintergrundrauschen hinausgehende Lichtemission mehr feststellbar.  

Große Unterschiede in der Überlebensfähigkeit der Zellen zeigten sich allerdings bei den 
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mittelhohen Konzentrationen von 100 µM und 200 µM H2O2.  

In beiden, unabhängig voneinander durchgeführten, Experimenten zeigte sich eine bessere 

Überlebensfähigkeit jener Zellen, die zyklischen Temperaturbedingungen ausgesetzt waren, 

im Vergleich zu jenen, die mit konstant 34°C oder 37 °C inkubiert worden waren. 

Der Unterschied in der relativen Lichtemission im ersten Experiment betrug nach der 

Zugabe von 100 µM H2O2 im Mittel 30,05 % (95%KI: 16,97 - 43,13%, p: <0,0001) für zyklisch 

vs. konstant 34°C, bzw. 21,97 % (95%KI: 8,90 – 35,05 %, p<0,001) für zyklisch vs. konstant 

37°C. Bei 200 µM H2O2 betrug der Unterschied für zyklisch vs. konstant 34 °C noch 23,79% 

(95%KI: 10,71 – 36,87 %, p:0,0004) und für zyklisch vs. konstant 37°C 23,98% (95%KI: 10,90 

– 37,05 %, p:0,0003) 

Die Unterschiede, die im zweiten Experiment festgestellt wurden, waren – wegen zweier 

Ausreißer – zum größten Teil nicht statistisch signifikant. Hier zeigte sich nach Zugabe von 

100 µM H2O2 bei den Zellen zyklisch vs. konstant 34°C eine Differenz in der Lichtemission 

von 16,00 %  (95%KI: 5,42 -37,42 %, p: 0,9868 und bei zyklisch vs. konstant 37°C eine 

Differenz von 17,33%  (95%KI: 4,09-38,75 %, p:0,1288) 

Nach Zugabe von 200µM H2O2  wurde eine Differenz von 31,00%  (95%KI: 9,58 – 52,42 %, 

p:0,0038) zwischen den Bedingungen zyklisch und konstant 34°C festgestellt.  

Zwischen den Bedingungen zyklisch und konstant 37°C in der Kondition mit 200µM H2O2   

war der Unterschied aufgrund zweier Ausreißer statistisch nicht signifikant. Er betrug im 

Mittel 16,00% (95%KI: 5,42 - 37,42 %, p: 0,1705). Die genauen Ergebnisse der statistischen 

Auswertung sind im Folgenden aufgeführt:  

 

 

Abbildung 16: In diesem Graphen ist das relative Überleben der verschiedenen 

Temperaturbedingungen ausgesetzten Zellen unter Bedingungen von oxidativem Stress (jeweils 20 

Stunden nach Zugabe von Wasserstoffperoxid in unterschiedlichen Konzentrationen) zu sehen. Die 
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Überlebensfähigkeit wurde anhand der Lichtemission der Zellen (Promega RealtimeGlo Assay) 

bestimmt. Dabei zeigte sich ein hochsignifikant besseres Überleben jeder Zellen, die zyklischen 

Temperaturbedingungen ausgesetzt waren im Vergleich zu den Zellen unter konstanten 

Temperaturbedigungen. 1.0 bzw. 100% entspricht der Lichtemission vor der Zugabe von 

Wasserstoffperoxid. Die Daten wurden in einem Experiment gewonnen. 

 

Abbildung 17: In diesem Graphen ist das Ergebnis des zweiten Experiments zu sehen. Untersucht 

wurde wieder das relative Überleben der verschiedenen Temperaturbedingungen ausgesetzten Zellen 

unter Bedingungen von oxidativem Stress (jeweils 20 Stunden nach Zugabe von Wasserstoffperoxid 

in unterschiedlichen Konzentrationen). Die Überlebensfähigkeit wurde anhand der Lichtemission der 

Zellen (Promega RealtimeGlo Assay) bestimmt. Dabei zeigte sich ein besseres Überleben jeder Zellen, 

die zyklischen Temperaturbedingungen ausgesetzt waren im Vergleich zu den Zellen unter 

konstanten Temperaturbedigungen. Signifikant ist das Ergebnis in diesem Experiment aufgrund von 

Ausreißern nur im Vergleich Zyklisch vs. Konstant 34°C. 1.0 bzw. 100% entspricht der 

Lichtemission vor der Zugabe von Wasserstoffperoxid. Die Daten wurden in einem Experiment 

gewonnen. 
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Tabelle 7: Unterschiede in der Überlebensfähigkeit (quantifiziert mittels dem Promega RealtimeGlo-

Assay) unter oxidativem Stress, 1. Experiment 

Tukey's multiple 

comparisons test 

Mittlere  

Differenz 

95,00% KI 

der Differenz 

Signifi  

kanz 

Korrigierter 

P-Wert 

0 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C -0,01591 -0,1467 - 0,1149 ns 0,9505 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,05266 -0,1834 - 0,07812 ns 0,5805 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,03675 -0,1675 - 0,09403 ns 0,7648 

 

100 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C -0,08075 -0,2115 - 0,05003 ns 0,2898 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,3005 -0,4313 - -0,1697 **** <0,0001 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,2197 -0,3505 - -0,08897 *** 0,0009 

 

200 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C 0,001837 -0,1289 - 0,1326 ns 0,9993 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,2379 -0,3687 - -0,1071 *** 0,0004 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,2398 -0,3705 - -0,1090 *** 0,0003 

 

300 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C 0,008967 -0,1218 - 0,1397 ns 0,9840 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C 0,004565 -0,1262 - 0,1353 ns 0,9958 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,004403 -0,1352 - 0,1264 ns 0,9961 
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Tabelle 8: Unterschiede in der Überlebensfähigkeit unter oxidativem Stress (quantifiziert mittels dem 

Promega RealtimeGlo-Assay), 2. Experiment 

Tukey's multiple comparisons test 

Mittlere Dif-

ferenz (LS)  

95,00% CI of 

diff, Signifikanz 

Korrigierter 

p-Wert 

0 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C -0,006667 -0,2208 - 0,2075 ns 0,9967 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,08667 -0,3008 - 0,1275 ns 0,5775 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,08000 -0,2942 - 0,1342 ns 0,6253   

100 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C 0,01333 -0,2008 - 0,2275 ns 0,9868   

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,1600 -0,3742 - 0,05418 ns 0,1705 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,1733 -0,3875 - 0,04085 ns 0,1288 

200 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C -0,1500 -0,3642 - 0,06418 ns 0,2082 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,3100 -0,5242 - 0,09582 ** 0,0038 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,1600 -0,3742 - 0,05418 ns 0,1705 

300 µM     
Konstant 34°C vs. Konstant 37°C 0,01333 -0,2008 - 0,2275 ns 0,9868 

Konstant 34°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,01667 -0,2308 - 0,1975 ns 0,9794 

Konstant 37°C vs. Zyklisch 34/37°C -0,03000 -0,2442 - 0,1842 ns 0,9350 
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4 Diskussion 
 

4.1 Zusammenfassung 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Hinweise zur Klärung der Frage zu finden, ob ein 

Zusammenhang zwischen circadianen Störungen und neurodegenerativen Erkrankungen 

beim Menschen besteht. Hierfür wurde das Proteom, die Differenzierungsfähigkeit, das 

Überleben und die Resistenz gegenüber oxidativem Stress von murinen Nervenzellen 

untersucht, bei welchen zuvor ein künstlicher Alterungsprozess (Seneszenz) angestoßen 

worden war. In der hier vorgelegten Arbeit konnte nicht belegt werden, dass ein starkes 

Zeitgebersignal zu ausgeprägten Veränderungen der Zelldifferenzierung führt. Auch die 

basale Überlebensrate blieb hiervon unbeeinflusst. Ein anderes Bild zeigte sich, als die 

Zellen oxidativem Stress ausgesetzt wurden. Hierbei traten deutliche Unterschiede in der 

Resistenz gegenüber Sauerstoffradikalen auf, wobei jene Zellen, die zyklischen 

Temperaturbedingungen ausgesetzt waren – also ein starkes Zeitgebersignal erhielten – 

deutlich höhere Überlebensraten zeigten als Zellen mit einer konstanten 

Umgebungstemperatur.  

Zusammen mit den zuvor am selben Institut durchgeführten Arbeiten von Nora Rubbe, die 

zeigen konnte, dass es durch zyklische Temperaturbedingungen in N2a- Zellen auch zu 

Veränderungen in der Zusammensetzung und/oder Aggregation von Proteinen kommt, 

weisen diese Ergebnisse auf eine wichtige Rolle circadianer Störungen in der Pathogenese 

neurodegenerativer Erkrankungen hin. Darüber hinaus haben die hier vorgestellten 

Ergebnisse große Implikationen für die Durchführung von Zellkulturstudien im 

Allgemeinen. 

 

4.2 Grundsätzliche Schwächen und Stärken der vorgelegten Studie 

Es ist dem Autor dieser Schrift nicht entgangen, dass es widersprüchlich ist, einleitend eine 

Fundamentalkritik an reduktionistisch-mechanistischen Erklärungsmustern zu üben, und 

anschließend die komplexen, unverstandenen Vorgänge der Pathogenese 

neurodegenerativer Erkrankungen auf extrem simplifizierende Weise in einer Zellkultur 

von Mäuse-Neuroblastomzellen nachvollziehen zu wollen.  

Schließlich stammen die Nervenzellen in unseren Gehirnen weder von einem 

Mäuseneuroblastom, noch befinden sie sich vom Rest des Körpers isoliert in einer 

Plastikflasche. Sie altern physiologischerweise über Jahrzehnte hinweg und nicht innerhalb 

weniger Tage aufgrund der Behandlung mit Histondeacetylaseinhibitoren und einer 

Reduktion des Kälberserumanteils im sie umgebenden Medium. Darüber hinaus existiert 

in unserem Nervensystem keine Nervenzelle in Isolation, wie in der Kulturflasche, sondern 

ist stets mit einer Vielzahl von anderen Nerven- und Gliazellen verbunden und tauscht 

darüber hinaus beständig Hormonsignale mit dem Rest des Körpers aus.  

Es ist daher offensichtlich, dass die unmittelbare Aussagekraft der hier vorgestellten 
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Experimente für klinische Fragestellungen und die konkrete therapeutische Anwendung 

sehr gering sein muss.  

Dennoch können die Experimente – gerade wegen ihrer Einfachheit – dem 

Erkenntnisfortschritt dienen.  Ein reduktionistischer Ansatz wie der hier vorgenommene 

erlaubt schließlich, die Zahl möglicher Einflussfaktoren gering zu halten. Anders als bei 

Tierexperimenten oder gar epidemiologischen Studien ist die Zahl von Variablen, die sich 

auf das Ergebnis verzerrend auswirken können, in einer Zellkulturarbeit vergleichsweise 

gering. Die Stärke einer solchen Arbeit kann demnach nicht in ihrer möglichst großen 

Realitätsnähe liegen, sondern ist vielmehr in einer Art „proof of principle“ zu finden. Die so 

gewonnenen Erkenntnisse können demnach den Anstoß für weitere Untersuchungen in 

komplexeren Modellsystemen oder mit epidemiologischen Mitteln liefern. Darüber hinaus 

ermöglicht die vergleichsweise einfache, schnelle und kostengünstige Durchführbarkeit der 

Experimente die problemlose Wiederholung durch andere Forschende zur Überprüfung 

der Replizierbarkeit und ist im Vergleich zu tierexperimentellen Studien ethisch weitgehend 

unbedenklich. 

Es muss festgestellt werden, dass die Fachliteratur und Forschungskultur zu 

neurodegenerativen Erkrankungen immer noch stark auf die Proteinaggregatshypothese 

fokussiert ist. 161 Entsprechend werden auch Zellkulturarbeiten in diesem Feld häufig dazu 

genutzt, die Genexpression, die Akkumulation oder den Abbau von Amyloid β, tau oder α-

Synuclein besser zu verstehen. Die vorliegende Arbeit beschreitet hier andere Wege, weil 

sie viel grundsätzlichere Prozesse in den Blick nimmt.  Differenzierung, Überleben und 

Stressresistenz sind schließlich für die Zellen aller Lebewesen von zentraler Bedeutung, 

ebenso wie die zeitliche Synchronizität mit ihrer belebten und unbelebten Mitwelt. 

Es ist demnach vor allem die Perspektive, welche diese Arbeit von den meisten anderen 

Forschungsarbeiten zum Thema Neurodegeneration unterscheidet. 

 

4.3 Die einzelnen Ergebnisse im Kontext bisheriger Erkenntnisse  

4.3.1 Analyse des Proteingehalts und des Proteoms 

Eine detaillierte Analyse des Proteingehalts und des Proteoms der unterschiedlich 

behandelten Zellen konnte bis zur Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht durchgeführt 

werden.  

 

4.3.2 Messung der Zelldifferenzierung 

Die Differenzierungsfähigkeit der Zellen unter den verschiedenen experimentellen 

Bedingungen wurde sowohl anhand morphologischer Kriterien wie der Ausbildung von 

Neuriten, als auch anhand der Exprimierung von neuronenspezifischen Proteinen (β-

Tubulin und NFH) überprüft.  

Hintergrund für dieses Experiment ist die vielfach beschriebene Beobachtung, dass es bei 

der physiologischen Alterung von Nervenzellen in Wirbeltieren - und verstärkt beim 

Auftreten neurodegenerativer Erkankungen – zu einer Reduktion der Anzahl von Axonen, 
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Dendriten und damit auch Synapsen kommt.   Dies zeigt sich vor allem im 

Verzweigungsgrad und die Dichte der Ausbildung von dendritischen Dornen sowie eine 

Reduktion in der Konnektivität. 247–249 In einigen Forschungsergebnissen der letzten Jahre 

konnte in vivo wie in vitro ein ausgeprägter circadianer Einfluss auf die 

Neuritenausbildung, Synaptogenese und synaptische Plastizität festgestellt werden, sodass 

es zielführend schien, auch in dem hier vorgestellten experimentellen Setting eine 

Untersuchung der Neuritenausbildung, Konnektivität und Exprimierung 

neuronenspezifischer Proteine zu untersuchen.250,251,251,252 

Bezüglich der reinen Ausbildung von Neuriten und der Konnektivität der Zellen 

untereinander, wiesen  jene Zellen, die konstant 34° C ausgesetzt waren und die Zellen in 

zyklischen Temperaturbedingungen eine signifikant stärkere Neuritenausbildung auf als 

die Zellen, die konstant 37 °C ausgesetzt waren.  Bei der Konnektivität fielen die 

Unterschiede geringer aus, es zeigte sich nur zwischen den Konstant-34°C-Zellen und den 

Konstant-37°C-Zellen eine signifikant unterschiedliche Konnektivität. Die Ergebnisse 

hierzu sind in Abbildung 11 und Abbildung 12 zusammengefasst. 

Diese Unterschiede weisen am ehesten auf eine Temperaturabhängigkeit der 

Neuritenausbildung und Konnektivität hin, wobei eine niedrigere 

(Durchschnitts-)Temperatur mit einer stärken Neuritenbildung und Konnektivität 

einherzugehen scheint. Eine differenzierungsfördernde Wirkung der zyklischen 

Temperaturbedingungen konnte hier also nicht bestätigt werden. Eher scheint die 

niedrigere Temperatur für die N2a-Zelldifferenzierung vorteilhaft zu sein. Dies würde mit 

Befunden übereinstimmen, die zeigen, dass eine Hyperthermie sich negativ auf die zelluläre 

Gesundheit von Neuronen auswirkt und beispielsweise Apoptose induzieren kann. 253  

Allerdings sind auch gegenteilige Effekte beschrieben, da andere Studien zeigen, dass eine 

milde Hyperthermie die Proliferation und Differenzierung von neuronalen Stammzellen 

fördern kann, sodass durchaus widersprüchliche Befunde vorliegen.254,255 

Bei der Anfärbung neuronenspezfischer Proteine konnte kein Unterschied zwischen den 

Zellen, welche konstanten Temperaturbedingungen ausgesetzt waren, und jenen mit 

zyklisch wechselndem Temperaturverlauf gefunden werden. Eine genauere Auswertung 

dieses semiquantitativen Tests erfolgte nicht mehr, da zwei verblindete Begutachtende 

keine Unterschiede in der Intensität der Färbung feststellen konnten. Auf die Verwendung 

anderer Auswertungsmethoden (z.B. durch eine exaktere, technische Bestimmung des 

Anfärbungsgrads oder durch die Anfärbung anderer Proteine) wurde verzichtet, da dies 

den Rahmen der vorliegenden Arbeit gesprengt hätte, insbesondere da nach Betrachtung 

der Bilder nicht von einem ausgeprägten Unterschied ausgegangen werden konnte. Die 

ursprünglich zusätzlich geplante Analyse des Proteoms der Zellen könnte noch 

aussagekräftigere und besser quantifizierbare Hinweise auf den Differenzierungsgrad der 

Zellen liefern, auch weil hier viel mehr als nur die zwei verschiedenen, 

neuronenspezifischen Proteine mit einbezogen wären. 

Natürlich schließen diese Ergebnisse einen Einfluss circadianer Störungen auf die 

Funktionsweise von Neuronen nicht aus, da die Ausbildung von Neuriten und die 

Exprimierung von neuronenspezifischen Proteinen zwar eine notwendige, aber keinesfalls 

hinreichende Bedingung für die Funktionsfähigkeit von Nervenzellen darstellt. Auf die 
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Funktionsfähigkeit der Zellen kann aus diesen Experimenten daher nicht geschlossen 

werden. 

 

4.3.3 Messung der Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit mittels Promega 
RealTime-Glo 

Um die generelle Überlebensfähigkeit der seneszenten Zellen unter den unterschiedlichen 

Bedingungen zu eruieren, wurde deren Fähigkeit zur Verstoffwechselung eines Luziferase-

Prosubstrats bestimmt und die Lichtemission der Zellen gemessen.  Während das Promega-

RealTime-Glo- Präparat, anders als das häufig verwendete Tetrazoliumchlorid, mangels 

Toxizität eine kontinuierliche und wiederholte Messung ermöglicht, ist es problematisch, 

dass die genaue Zusammensetzung – und damit auch die Wirkweise – des Assays nicht 

öffentlich zugänglich ist.  

Nimmt man diese Einschränkungen hin, so zeigte sich bei den Voruntersuchungen, dass 

die Lichtemission tatsächlich mit steigender Zellzahl zunimmt. Bei einer Zelldichte von 

mehr als 5000 Zellen pro Well zeigte sich eine Abnahme der Lichtemission, was auf eine 

dann möglicherweise nicht mehr ausreichende Nährstoffzufuhr der Zellen zurückzuführen 

ist.  

Bei der Untersuchung der Überlebensfähigkeit unter den verschiedenen 

Temperaturbedingungen zeigte sich, dass die Lichtemission über die Zeit hinweg generell 

in allen drei experimentellen Gruppen abnimmt, jedoch zwischen den verschiedenen 

Zellpopulationen keine klaren Unterschiede in der Lichtemission und - daraus abgeleitet -

der Überlebensfähigkeit festgestellt werden konnten.   

Es scheint daher so, als würden sich die unterschiedlichen Temperaturbedingungen – 

zumindest in den ersten 11 Tagen nach Seneszenzinduktion - nicht unmittelbar auf die 

grundlegende Überlebensfähigkeit der Zellen auswirken.   

Allerdings muss bei der Interpretation dieses Ergebnisses auch berücksichtigt werden, dass 

auch die unter konstanten Temperaturbedingungen gehaltenen Zellen durchaus 

unvermeidlicherweise Zeitgebersignalen ausgesetzt werden. So ist es zum Mediumwechsel 

unumgänglich, die Zellen aus den Inkubatoren zu nehmen, was bereits einen 

Temperaturreiz darstellt. Außerdem wurde auch durch den regelmäßigen Mediumwechsel 

selbst ein Reiz gesetzt, der – aufgrund der regelmäßig wiederkehrenden Veränderungen im 

Nährstoff- und Hormongehalt - als Zeitgeber fungiert.256,257 

Da die Lumineszenz am Ende der Messperiode in allen Gruppen mit Durchschnittlich 49-

65 % im Vergleich zum Ausgangswert noch relativ hoch war, stellt sich auch die Frage, ob 

bei einer Verlängerung des Experiments um einige Tage deutlichere Unterschiede zwischen 

den experimentellen Gruppen auftreten würden. Der beständigste Risikofaktor für die 

Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen ist schließlich nach wie vor das Alter, 

sodass spekuliert werden kann, dass auch bei den hier verwendeten, seneszenten N2a-

Zellen der Einfluss schädigender Faktoren über die Zeit hinweg zunimmt und ein eventuell 

vorhandener protektiver Effekt des starken Temperatur-Zeitgeber-Signals dann stärker 

hervortreten könnte. Hinweise darauf zeigen sich auch durch die Ergebnisse bei der 

Induktion von oxidativem Stress durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid zu den Zellen. 
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4.3.4 Messung der Metabolisierungs- bzw. Überlebensfähigkeit mittels Promega 
RealTime-Glo unter Bedingungen oxidativen Stresses 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, scheint oxidativer Stress eine Schlüsselrolle bei der 

Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen zu spielen. Eine Fülle an Studien hat in den 

letzten Jahren die Relevanz der oxidativen Homöostase für die Aufrechterhaltung der 

Gesundheit von Nervenzellen hervorgehoben und darauf hingewiesen, dass es neben einer 

gewissen genetischen Prädisposition vor allem Toxine, (chronische) Inflammation und 

metabolische Faktoren sind, welche diese aus dem Gleichgewicht bringen können und 

somit die Gefahr für oxidativen Stress erhöhen.258 Ebenso wurde bereits im Abschnitt 1.5 

darauf hingewiesen, dass die ROS-Homöostase auf ein adäquates Timing durch das 

circadiane System angewiesen ist und dass auch Entzündungsprozesse sowie der 

Metabolismus stark circadian reguliert werden. Daher schien es angemessen, die 

Metabolisierungs- und Überlebensfähigkeit der Zellen unter Bedingungen zu testen, die 

durch Zugabe von Wasserstoffperoxid eine Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) simulieren. 

Während sich die Zellen der drei experimentellen Gruppen in ihrem basalen Überleben 

ohne oxidativen Stress nicht voneinander unterschieden (worauf ja bereits die Ergebnisse 

vom Abschnitt 3.2.4 hindeuten), zeigten sich deutliche Unterschiede in der Resistenz der 

Zellen gegenüber ROS. So zeigte sich, dass die Zellen, die einem starkem Zeitgebersignal 

ausgesetzt waren, oxidativen Stress deutlich besser kompensieren konnten und höhere 

Metabolisierungs- bzw. Überlebensraten aufwiesen als jene Zellen, die unter konstanten 

Temperaturbedingungen gehalten wurden. Dieser Effekt konnte in zwei voneinander 

unabhängigen Experimenten gezeigt werden. Die Ursache für die Ausreißer bei einer 

Konzentration von 200 µM H2O2 kann nicht mehr genau nachvollzogen werden. 

Möglicherweise kam es zu einem Pipettierfehler. In diesem Experiment wurden nur geringe 

Volumina (1µl) der Wasserstoffperoxidlösung zu den Wells gegeben, wodurch eine visuelle 

Kontrolle der pipettierten Menge erschwert wird und sich die Gefahr erhöht, dass ein 

Tropfen der Lösung an der Wand des Wells verbleibt, ohne in Kontakt mit dem Zellmedium 

zu kommen. 

Die großen Unterschiede im Überleben der Zellen weisen auf eine zentrale Rolle intakter 

circadianer Rhythmizität für die Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase und der 

Resistenz gegenüber oxidativem Stress hin.  

Damit reihen sich die Ergebnisse in eine Vielzahl von Befunden ein, welche die Bedeutung 

einer funktionierenden inneren Uhr für die Aufrechterhaltung basalster zellulärer 

Funktionen hervorheben.122,139,142,179,183,184,189,259. Akute und chronische Entzündungsprozesse 

sowie metabolische Störungen - mit erhöhtem oxidativen Stress als wichtigem 

pathogenetischen Faktor – sind nicht nur  mitursächlich für verschiedene 

neurodegenerative Erkrankungen, sondern spielen auch eine zentrale Rolle in der 

Pathogenese anderer hochprävalenter Erkrankungen (wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, 

dem Metabolischen Syndrom, Typ II- Diabetes, Autoimmunerkrankungen, Osteoporose, 

einigen Krebsformen,  nichtalkoholischer Fettleber und Depressionen)171,174–177. Daher haben 
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die Ergebnisse dieses Experiments große Implikationen für das Verständnis und die 

Therapie einer Vielzahl scheinbar „distinkter“ Krankheitsentitäten.  

In einem ersten Schritt böte sich hier der Versuch an, das Experiment mit verschiedenen 

Zellen nichtneuronalen Ursprungs zu wiederholen, um zu überprüfen, ob sich die 

Ergebnisse replizieren lassen. 

 

4.4 Implikationen für die Durchführung von Zellkulturstudien 

Die vorliegenden Ergebnisse bilden einen Baustein, um die Rolle circadianer Störungen in 

der Pathogenese von Krankheiten besser zu verstehen. Aber sie weisen auch auf eine 

weitverbreitete Vernachlässigung chronobiologischer Erkenntnisse in herkömmlichen 

Studien mit Zellkulturen hin. 

Obwohl es weithin bekannt ist, dass die Körpertemperatur von Säugetieren im Tagesverlauf 

regelmäßigen Schwankungen unterliegt, hat der Großteil der in Labors genutzten 

Inkubatoren nicht die Möglichkeit zur zeitlichen Programmierung von 

Temperaturveränderungen. Daraus ist abzuleiten, dass die Zellen in den meisten 

Zellkulturstudien konstanten Temperaturbedingungen ausgesetzt sein dürften. 

Ebenso finden sich in typischen biomedizinischen Studienprotokollen nur äußerst selten 

Aussagen über den Zeitpunkt des Mediumwechsels, den Zeitpunkt der Zugabe von Noxen 

oder den Zeitpunkt der jeweils vorgenommenen Analyse. Dasselbe trifft auch auf Studien 

an Versuchstieren und sogar klinische Studien an Menschen zu. 

Es scheint also, als würde der Faktor „Zeit“ in der biomedizinischen Forschung 

systematisch ignoriert werden.  Dies ist insofern problematisch, da bereits seit Jahrzehnten 

bekannt ist, welche zentrale Rolle circadiane Rhythmen über alle biologischen Domänen 

hinweg in vivo einnehmen. Auch ist bekannt, dass in vitro Zellen eine robuste circadiane 

Rhythmizität -beispielsweise bei der Genexpression – aufweisen und dass Faktoren wie der 

Mediumwechsel oder Temperaturveränderungen als Zeitgeber fungieren und die Zellen 

synchronisieren können.256,257,260  

Es hat sich gezeigt, dass in Zellen, welche typischen Kulturbedingungen (Dunkelheit, 

konstant 37 °C, konstanter CO2-Gehalt der Luft) ausgesetzt sind, die individuelle circadiane 

Rhythmizität zwar aufrecht erhalten wird, dass jedoch die Synchronizität zwischen den 

Zellen schnell verloren geht.260,261 Menschen und Tiere weisen selbst unter Bedingungen 

ohne äußere Zeitgeber eine starke circadiane Rhythmizität in ihren Aktivitäten und 

Stoffwechselvorgängen auf, welche in der Lage sind, die Körperzellen zu synchronisieren.  

Daher ist davon auszugehen, dass eine Desynchronisierung, wie sie in der Zellkultur 

auftritt, ein höchst unphysiologischer Zustand ist und dass die Daten, welche aus Studien 

mit desynchronisierten Zellkulturen abgeleitet wurden, äußerst defizitär sind. 

Aufwändige Untersuchungen, bei denen unterschiedliche Gewebearten aus Mäusen bzw. 

Primaten entnommen wurden, zeigen, dass ein großer Teil der Gene in vivo rhythmisch 

transkribiert bzw. exprimiert wird.  So zeigte sich an einer Untersuchung an Mäusen, dass 

43% aller Gene, welche für Proteine kodieren, irgendwo im Körper einer Maus rhythmisch 

exprimiert werden.127   

Eine Untersuchung an Pavianen, welche Menschen nicht nur entwicklungsgeschichtlich 
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näher stehen, sondern wie wir tagaktiv sind, zeigten gar, dass über 80% all jener Gene, die 

für Proteine kodieren, rhythmisch exprimiert werden. Die Autoren kommen zu dem 

Schluss:  

 

„The daily expression rhythms in >80% of protein-coding genes, encoding diverse biochemical and 

cellular functions, constitutes by far the largest regulatory mechanism that integrates diverse 

biochemical functions within and across cell types. From a translational point of view, rhythmicity 

may have a major impact in health because 82.2% of genes coding for proteins that are identified as 

druggable targets by the U.S. Food and Drug Administration show cyclic changes in 

transcription.“ 262 

 

Den Faktor „Zeit“ bzw. „Timing“ in biomedizinischen (Zellkultur)studien nicht zu beachten 

heißt demnach, den „mit Abstand wichtigsten Mechanismus zur Integration biochemischer 

zellulärer Funktionen [eigene Übersetzung]“ 262 zu ignorieren. Diese weitverbreitete Ignoranz 

ist wohl eine direkte Folge der Metapher von der „Natur als Maschine. Schließlich ist es 

einer Maschine egal, ob sie morgens um 2 Uhr oder um 15 Uhr am Nachmittag ihre Arbeit 

zu verrichten hat, während dieser Unterschied für den Menschen enorm sein kann.263,264  

Die jahrzehntelange systematische Vernachlässigung einer derart grundlegenden 

biologischen Realität wie der „Zeit“ weist deutlich darauf hin, wie sehr das Denkparadigma 

von der „Natur als Maschine“ (siehe Abschnitt 1.1) unseren Erkenntnisfortschritt immer 

noch behindert. Dies zeigt uns, ebenso wie die vielfältigen ökologischen und sozialen 

Herausforderungen, mit denen wir aktuell konfrontiert sind, wie wichtig es ist, endlich 

einen Perspektivwechsel vorzunehmen, damit wir uns als Menschen, genau wie den Rest 

der Natur, wieder als ein untrennbar miteinander verwobenes, allverbundenes 

Konglomerat von Beziehungen begreifen können.   
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